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DQMAINE DE UIMVENTION 

La pr6sente Invention se . rapporte au domaine des composes 
adjuvants de rimmunit6, c'est-S-dire des composes capables dMnduire une 
augmentation de la reponse immunitaire a I'encontre d'un antig^ne, afin 
5 d'augmenter I'efficacit6 de la stimulation de la reponse immunitaire par une 
composition immunogene, ou encore d'augmenter refficaclt6 preventive ou 
tli6rapeutique d'une composition vaccinale, 

ETAT DE LATECHMIQUE 

10 De maniere generate, les composes ou compositions ayant une 

fonction d'adjuvant de Timmunite sont utiles pour ameliorer les conditions de 
stimulation d'une r§ponse immunitaire a Tencontre des antigdnes. 
Classiquement, les composes ou les compositions adjuvants de I'immunit^ 
sont utilises pour augmenter la quantity d'anticorps produits a rencontre d'un 

15 antig^ne determln6, ou pour augmenter la quantite des cellules T effectrices 
produltes, qu'il s'aglsse de cellules T auxiliaires (« T helper ») ou de cellules 
T-cytotoxiques. 

En general, Tassociation d'un antig^ne avec un compos6 ou une 
composition adjuvant de Timmunit^, outre le fait d'accroTtre le niveau de la 
20 reponse immunitaire, par une plus grande production d'anticorps ou de 
cellules T effectrices specifiques de Tantigene, permet egalement de r^duire 
la quantite d'antigene Incluse dans une composition immunogene ou 
vaccinale, et, le cas ech6ant, de reduire la frequence d'injection de ladite 
composition immunogene ou vaccinale. 
25 Uassociation d'un adjuvant de Timmunite avec Tantigene d'interet est 

en particulier requise lorsque les proprietes dMmmunogenicite de cet 
antigene dMnteret, lorsqu'il est administr6 sans adjuvant, sont insufRsantes 
pour stimuler une r6ponse Immunitaire efficace compte-tenu des objectifs 
d'immunisation poursuivis. 
30 Selon leur nature, les compos6s ou compositions adjuvants de 

rimmunite indulsent une meilleure reponse immunitaire a I'encontre d'un 
antigene d'inter§t selon des voies distinctes. Certains adjuvants de 
rimmunite agissent sur le systeme Immunitaire en induisant une production 
plus efficace d'anticorps d Tencontre de I'antig^ne d'inter§t, par exemple en 
35 activant les macrophages, les cellules dendritiques, les cellules B et les 



2 



cellules t, ou en am6liorant les conditions dans lesquelles Tantig^ne d'interet 
est pr§sent6 aux differentes cellules Immuno-competentes. 

. Les composes ou compositions adjuvants de rimmunite peuvent 
augmenter la reponse Immunitaire en prolongeant la duree de liberation de 
Tantigene d'int^ret, en augmentant la quantite d'antigene absorbee par les 
cellules pr§sentatrices de Tantig^ne, en r6gulant positivement Tappretement 
de rantigene (« Antigen Processing ») par ces cellules, en stimulant la 
liberation des cytokines, en stimulant la commutation isotypique (« 
Isotypic switching ») et la maturation des cellules B et/ou en eliminant les 
cellules immuno-suppressiyes. 

Parmi les dlff§rents composes ou compositions adjuvants de 
i1mmunit§, ceux qui permettent une meilleure presentation du ou des 
antigenes d'int6r§t aux cellules lmmuno-comp6tentes, et tout 
particullSrement aux lymphocytes T auxiliaires (cellules «T Helper » ou 
« CD4* ») ou aux lymphocytes T-cytotoxiques (cellules « CTL » ou 
« CDS"*^ »), rev§tent un grand lnter§t pour la mise au point de compositions 
immunogenes ou de compositions vaccinates efficaces. Les cellules du 
isysteme Immunitaire qui apprfitent les antigdnes en les fragmentant; en 
peptides, puis en presentant ces peptides, en association avec les molecules 
du complexe majeur d'histocompatibilit6 (CMH) de classe I ou de classe II, 
sont essentiellement les macrophages et les cellules dendritiques, Les 
cellules dendritiques sont capables d'appreter les antigenes, puis de 
presenter les peptides issus de I'appretement des antigenes aux cellules T 
naYves. Les cellules dendritiques activent les cellules T de maniere plus 
efficace que n'importe quelle autre cellule presentatrice de Tantigene. Elles 
sont de plus requises pour Tactlvation initlale des cellules T na'iVes, que ce 
soit in vitro ou in vivo. 

Les cellules dendritiques sont g6n6ralement presentes, dans 
Torganisrhe, d des localisations exposSes aux antigenes strangers, tels que 
la peau, le fole, Tlntestin. le sang et les tissus lymphoTdes. Globalement, les 
cellules dendritiques sont class§es selon quelies sont ^ un stade immature 
ou a un stade mature. Les cellules dendritiques matures sont capables de 
capter les antigenes par endocytose et de les appreter de maniere efficace, 
et egalement d'exprimer de hauts niveaux de molecules co-stimulatrices, 
teiles que les molecules CD40, CD80 et CD86, ainsi que les molecules du 
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Complexe Majeur d' Histocompatibility (CMH) HI-A-DR. De plus, ies cellules 
dendritiques matures exprlment le marqueur CD83 et secrdtent de hauts 
niveaux de diverses cytokines et chimlokines qui aglssent en tant 
qu*auxiliaires a I'activation des cellules t. 

5 Outre leur role deactivation des cellules T naTves, Ies cellules 

dendritiques matures peuvent ^galement influencer r^quilibre de la r§ponse 
immunitaire Th1/Th2. Diverses 6tudes ont indique que Ies cellules 
dendritiques activent pr6ferentiellement Ies reponses de type Th1, 
vraisemblablement gr§ce k la secretion d1L-12 par Ies cellules dendritiques 

10 activees. (Macatonia et al.. 1995, J. Immunol., voL154 :5071 ; Milkens et al., 
1997. blood, voL90 : 1920). Toutefols, de nombreux travaux ont montr§ que 
les cellules dendritiques peuvent induire indiff6remment la g6n6ration de 
clones de cellules Th1 ou Th2. (Roth et ah, 1996, Scand, J. Immunol., 
vol.43 :646). 

IS Le rdie Important jou6 par les cellules dendritiques dans la 

presentation de Tantig^ne et Tactivation des cellules T a suscit^ un grand 
int6r§t en vue d'utillser ou d'activer des cellules dendritiques en 
immunoth6rapie. L'actlvation ou Tobtention de cellules dendritiques matures 
revet un interet particull6rement Important dans le domaine des vacclns et de 

20 Timmunotherapie des cancers. 

Dans Tetat de la technique, on a montr6 que Ies acides nucleiques 
contenant des sequences d'oligonucleotides de type CpG etaient capables 
dlnduire la maturation des cellules dendritiques. Recemment, on a aussi 
utilise des cellules dendritiques autologues obtenues ^ partir de patients 

25 cancereux dans le cadre d"immunoth6rapie des cancers, comme cela est 
decrit notamment dans la demande PCT publi6e sous le N'^WO 98/23728. II 
a aussi §t6 montr6 que des compos6s chimiques contenant un systeme 
cyclique choisi parmi les syst§mes cydiques du type imidazoqu incline, 
imidazopyrldine, cycloalkylimidazopyridine, imidazonaphthyridine ou 

30 imidazotetrahydronaphthyridine, 6taient capables d'induire in vitro la 
maturation de cellules dendritiques immatures, comme cela est decrit dans le 
brevet US N^6,558, 951. 

11 existe un besoin dans I'etat de la technique pour de nouveaux 
composes adjuvants de Timmunit^ capables d'activer les cellules 
35 dendritiques et d'induire leur maturation, en vue d'obtenir une r6ponse 
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immunitaire de haut niveau ^ Tencontre d'un antig^ne d'intdrdt, que ce soit 
par la production d'une grande quantity d'anticorps sp6cifiques de cet 
antigdne dMnter§t, ou que ce soit par la stimulation de la proliferation de 
cellules T auxiliaires ou de cellules T-cytotoxiques specifiques de cet 
antigene d'interet 

SOMMAIRE DE UlNVENTION 

Seion la presente invention, il a.et6 caract6ris6 une nouvelle famille de 
connposes adjuvants de 11mmunit6, du type peptide, qui activent les cellules 
dendritiques et induisent la maturation de cellules dendritiques immatures. 

Les composes adjuvants de Timmunite selon I'invention sont derives 
du domaine tete « knob ») de la proteine « fibre » (« fiber protein ») de la 
capside d'un adenovirus; 

Plus pr6cls6ment, I'lnvention a pour objet un compose adjuvant de 
Timmunitd consistant en : 

- un polypeptide (i) comprenant une sequence d'acides amines da 30 
acides amines de longueur contenue dans le domaine « t§te » de la 
prot6ine « fibre » de la capside d'un adenovirus, ladite sequence d*acijdes 
amin6s comprenant I'enchaTnement d'acides amines fornrtant la structure 
en double feuillet p designee « EF >> contenue dans ledit domaine 
« t§te » ; ou 

- un peptide (ii) analogue dudit polypeptide (i) dont la sequence en acides 
amines comporte, par rapport a la sequence dudit polypeptide (i), au 
moins une substitution ou au moins une deletion d'un acide amine, ledit 
peptide analogue conservant ladite structure en double feuillet p designee 
« EF ». 

L'invention conceme aussi une composition adjuvante de Timmunit^. 
compreinant un compose adjuvant tel que d6fini ci-dessus. en association 
avec au moins un excipient physiologiquement compatible. 

Elle a egalement trait a une connpositipn immunogfene ainsi qu'S une 
composition vaccinale comprenant \un compos§ adjuvant tel que defini ci- 
dessus, en association avec au moins un antigene d'interet. 

L'invention est 6galerheht relative d un procede pour la maturation in 
vitro des cellules dendritiques immatures liumaines ou animates, caracterise 
en ce qu'll comprend les 6tapes suivantes : / 
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a) cultiver in vitro une population de cellules enrlchies en cellules 
dendritlques immatures humaines ou animates, dans un milieu de culture 
approprie ; et 

b) incuber les cellules cultivees a Tetape a) avec un compose adjuvant 
ou une composition adjuvante telles que definies ci-dessus, pendant une 
dur^e suffisante a induire la maturation des cellules dendritiques. 

Uinvention concerne aussi une population de cellules enrichie en 
cellules dendritiques matures, susceptibles d'§tre obtenues par le procede de 
maturation ci-dessus. 
10 L'inventlon a egalement pour objet une composition adjuvante de 

I'immunite, caract6ris§e en ce qu'elle comprend une population de cellules 
dendritiques matures obtenues selon le procede de maturation ci-dessus. 

L'invention est 6galement relative d un proc§de pour stimuler in vitro 
des cellules T sp6clfiques de Tantigene, caracteris6 en ce quMI comprend les 
15 6tapes suivantes : 

a) obtenir une population de cellules enrlchies en cellutes dendritiques 
matures par le precede de maturation cl-dessus ; 

b) metbre en contact la population de cellules enrlchies en cellules 
dendritiques matures obtenues a Tetape a) avec une population de cellules 

20 enrlchies en cellules T provenant du meme individu, homme ou animal. 

DESCRIPTION DES FIGURES 

Figure 1 : schema de la structure de la proteine fibre chez des virions 
25 d'adenovlrus de serotype 5, respectivement sauvages (figure 1 A) et des virus 
depourvus du domalne « t§te » (figure 1 B). 

La protdine fibre de Tadenovlrus comprend trois domaines structurels, 
en parlant de rextremit6 N-termmale jusqu'a I'extremite C-terminale : La 
« queue » qui est Ilee de maniere non-covalente a la partie « penton base »; 
30 la « tige » et le domalne « t§te » se liant au recepteur CAR, qui est 
responsable de Tattachement de {'adenovirus aux cellules permlsslves. 
Uadenovlrus sauvage de serotype Ad5 possede des « fibres » comprenant 
une longue « tige » possedant 22 repetitions du motif en feuillet j3. Avec le 
vecteur mutant depourvu du domalne « tete » utilise selon Tinvention (AdE1** 
35 A knob, voir figure 4C), la « tige » de la proteine fibre est plus courte, avec 



sept repetitions du motif en feuillet p et se temiinent par un motif de 
trim6risation suivi d'un codon stop « opale ». 

Figure 2 : effet des composants de capside de {'adenovirus sur le 
piienotype des cellules dendritiques. 
5 Les cellules dendritiques ont 6t6 cultiv6es dans le milieu de culture 

seul (NS ; cellules dendritiques non stimulees), ou en presence des prot6ines 
purifiees de I'adenovirus Ad5 (1 |jg par 10^ cellules), ou de LPS (1 pg/ml) ; 
puis ont ete caracterisees pour leur expression du marqueur CD11c et des 
marqueurs de maturation specifiques des cellules dendritiques. 
10 Figure 2A : cellules dendritiques cultiyees avec Hx et Pb (penton base 

Ii6 ^ la fibre) isolees a partir de cellules HeLa infectees par Taddnovirus Ad5. 

Figure 2B : cellules dendritiques cultiv§es avec des proteines 
recombinantes Hx, Pb ou Fi purifi6es di partir de cellules Sf9 infectees par un 
baculovirus, ou avec une prot6ine Pn (penton) purifiee a partir de cellules 
15 HeLa infectees par TadSnovirus Ad5, 

Les valeurs d'intensit6 moyenne de fluorescence (MFI) sont 
apparentes sur les diff6rents panneaux de la figure 2A et apparaissent en 
ordbnn6es sur la figure 1B. Les r6sultats presentSs sont representatifs^de 
trois essais independents. 
20 Figure 3 : effet dose-dependant de la prot6ine tete de Tadenovirus Ad5 

sur la maturation des cellules dendritiques. 

Les cellules dendritiques ont ete incubees en Tabsence « cellules 
dendritiques non stimulees, NS » ou eh presence de ipg de proteine Fi ou 
de proteine du domaine t§te (figure 3A), ou les cellules dendritiques ont ete 
25 incubees avec des quantites determinees de proteines Fi et Hx 
(respectivement 1 |jg) et des concentrations varices de prot§lnes t§te (dans 
une gamme ailant de 0,5 a 0,02ijg) (figures 3B, 3C). 

Les cellules dendritiques et les sumageants de culture ont 6te 
recueillis et testes comma indiquS ci-dessous. Pour la figure 1A, les cellules 
30 dendritiques ont 6te caract6ris6es pour Texpression du marqueur CD11c et 
des marqueurs de maturation.. Les pourcentages de cellules CD11c* et les 
valeurs mpyennes d'immunofluorescence (MFI) pour les marqueurs de 
maturation ont ete representees.' - 

Pour la figure 3B, des nombres croissants de cellules dendritiques ont 
35 ete utilisees comme cellules stimulantes, avec d^s cellules T CD4* 
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allog6niques purifi6es. Les valeurs de proliferation cellulaire, testae par 
incorporation de ^H-thymidine, est exprlm6e en cpnn (moyenne de trois 
essais ; m ± SD). 

Pour la figure 3C, les quantit^s de IL12 p70 et de TNFa ont et6 
5 determin^es par une technique ELISA a partir de surnageant de culture des 
cellules dendritiques, et les r^sultats ont §te exprim§s en nanogramme par 
10^ cellules. Les donnees sont representatives d'au moins trois essais 
independants et les valeurs de deviation standard (SD), situ6es dans la 
fourchette de 15% des valeurs moyennes, ne sont pas representees. 
10 Figure 4: preuve d'une interaction directe entre la proteine du 

domaine t§te et les cellules dendritiques, et preuve de la necessity du 
domaine tete dans la maturation des cellules dendritiques induites par 
I'adenovlrus Ad5. 

Pour la figure 4A, des cellules dendritiques purifi6es a I'aide de billes 

15 magnetiques recouvertes d'anticorps anti-CD11c ont ete stimuiees avec 
0,5pg de proteine du domaine t§te ; des cellules dendritiques purifiees non 
stimuiees (NS) ont ete utilisees comme temoins. En absclsse, on a 
represente les pourcentages de cellules CD11c^ et les valeurs moyennes 
d'immunofluorescence (MFI) pour les marqueurs de maturation. 

20 Pour la figure 4B, les cellules dendritiques ont 6te stimuiees avec 1 [ig 

de proteine Fi (proteine fibre complete), puis incub6es avec des anticorps 
monoclonaux de souris anti-domaine queue de la proteine fibre (anti-Fi-tail). 
Le pourcentage de cellules fluorescentes ayant fixe la proteine fibre a ete 
detemnine apres soustraction de la fixation non specifique d'anticorps 

25 monoclonaux anti-Fi sur des cellules dendritiques non stimuiees (NS-DC). 

Pour la figure 4C, les cellules dendritiques n'ont pas ete stimuiees 
(NS), ou ont ete stimuiees avec, respectlvement, soit le virus AdSEI" portant 
une proteine fibre sauvage (WT-Fi-Carrying AdSEI") ou avec le vecteur 
AdSErA knob depourvu du domaine tete, d raison de 1x10"* particule par 

30 cellule. Sur les histogrammes, sont representees les valeurs moyennes 
d'Immunofluorescence (MFI) pour les marqueurs de maturation des cellules 
CD11c*. Les resultats present6s sont representatifs de deux essais 
independants. 
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Figure 5 : absence d'expression du rScepteur CAR sur les cellules 
dendritiques et faible permissivit6 des cellules dendritiques vis-a-vis de 
rinfection par Taddnovlrus de serotype 5 . 

Des cellules dendritiques irnmatures isolees avant toute stimulation 
5 ont 6t6 Incub6es avec du liquide d'ascite contenant des anticorps 
monoclonaux anti-CAR, ou avec un liquide d'ascite non apparente. 

Les cellules dendritiques ont ete analys§es par cytometrie de flux 
(FACS). Les cellules HeLa et CHO ont ete utHis§es respectivement comma 
temoins positifs et negatifs. 
10 Figure 6 : cartographie de la region du domaine tete de la fibre 

impliquee dans la maturation des cellules dendritiques. 

Figure 6A : representation schematique de la structure 
conformationnelle du domaine t§te de la proteine fibre de Tadenovirus Ad5 
(XiaetaL, 1994). 

15 Ce diagramme montre les differentes regions A ^ J ayant una 

structure de feuillet p ainsi que les boucles de liaison respectives AB,,CD, ' 
DG, GH, HI et IJ, 

Sur la ligne superieure on a indlqu§ la num6rotation des acides . 
amines, en partant du rdsidu methionine N-terminale de la proteine Jibre 

20 complete de Tadenovirus Ad5. Les regions du domaine tete de la proteine 
fibre interagissant avec le recepteur CAR sont representees sous la forrrie de 
boUes noires pleines sur la llgne inf6rieure de la figure. 

La figure 6B est une representation Iin6aire des diff6rents mutants de 
deletion du domaine t§te de la proteine fibre de I'adenovirus Ad5. La 

25 sequence du domaine tete est indiquee par des boTtes pleinps ; les regions 
deletees sont indiquees sous la forme de lignes fines. 

Pour la figure 6C , on a utilise, comme cellules stimulantes vis-a-vis de 
cellules . TCD4* allogeniques purifiees, respectivement, des cellules 
dendritiques non stimulees (NS), des cellules dendritiques stimuiees avec 

30 des extraits de proteine fibre sans domaine t§te (MS ; « mock-stimulated »), 
ou des cellules dendritiques stimuI6es avec la proteine du domaine t§te 
sauvage {« knob WT ») ou avec des mutants de deletion du domaine tete de 
la proteine fibre. Les resultats preserites consistent en des moyennes de 
trois essais separes . Dans les resultats pr6sentes, on peut noter que seul 
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0,5 pg de proteine du domalne tete ont 6t6 utilis6es, d comparer avec 2 |jg 
de proteine mutante . 

Figure 7 : les cellules dendrltiques stimuldes avec le domalne t§te de 
la prot6ine fibre de I'adenovirus Ad5 stimulent in vivo des cellules TCD8* 
5 sp6cifiques pour le peptide antigenique GP33 derive de la glycoprotelne du 
LCMV. 

La figure 7A illustre le rejet de cellules donneuses par des souris 
receveuses vaccin§es avec les cellules dendrltiques , Des spl^nocytes de 
souris B6 marques avec le CFSE (5-6-carboxyfluorescein diac6tate 
10 succinimidyl ester) ont et6 charges avec le peptide GP33, puis les 
splenocytes traites ont ete transfuses dans des souris receveuses B6 qui ont 
ete prealablement immunlsees avec. respectivement, (1) des cellules 
dendrltiques stimulees avec le domaine t§te de la proteine fibre 
(respectivement 2,5 x 10^, 9x 10"^ et 3x10"^ cellules), chargees avec GP33 ou 
15 (ii) avec des cellules dendrltiques chargees avec GP33 (2,5 x 10^ cellules) 
stimulees avec Pb ou Hx, ou non stimulees (NS), ou (iii) avec des cellules 
dendrltiques charg6es avec NP366 (2,5 x 10^) stimul6es avec le domaine 
tete de la proteine fibre, ou (iv) avec le peptide GP33 en §mulsion dans de 
Tadjuvant incomplet de Freund (I FA). 
20 Le niveau de rejet, exprim§ en pourcentage, a 6t6 calcul6 dans le 

sang et dans la rate a differents moments apres le transfert cellulaire adoptif. 

La figure 7B represente la secretion d'lFN-y ex vivo par les m§mes 
souris que pour la figure 7A . Des cellules de rate et des lymphocytes du 
sang p§ripherique (PBL) fraTchement isoles ont ete incubes pendant 20 
25 heures avec le peptide GP33; evaluation du nombre des cellules specifiques 
du GP33 secretant de TlFN-y par un test Elispot IFN-y: les resultats sont 
exprim6s en SFC ("Spot Forming Colony")/10^ cellules T CD8'*^( moyenne de 
test realise en triple + SD). Chaque spot correspond a une cellule s6cretant 
riFN-y. 

30 La figure 7C Illustre ractivlt6 cytolytique de cellules effectrices 

derivees de souris vaccin6es avec des cellules dendritiques (3x10"* cellules) 
et non stimulees ou stimulees avec le domaine t§te de la prot6ine fibre de 
I'adenovirus Ad5. Aprds une stimulation de 4 Jours in vitro avec le peptide 
GP33, les cellules de rate ont §t§ incubees avec les cellules cibles EL4 

35 marquees au ^^Cr puis chargees avec le peptide GP33 ou le peptide NP366. 
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Dans un test de relarguage de chrome, seules les cellules activ^es 
sp6cifiques du GP33 lyseront les cibles. 

DESCRIPTION PETAILLEE DE UlNVENTION 

5 Selon Tinvention, on a montre que le domaine tete de la proteine fibre 

de capside d'un adenovirus est capable d'interaglr directennent avec des 
cellules dendritiques innmatures et de provoquer leur activation et leur 
nnaturation en cellules dendritiques matures. 

Les adenovirus se presentent comme des particules de forme 
10 icosaedrique de 70 ^ 100 nanometres de diametre, selon le serotype. La 
capside virale comprend deux Elements constitutifs majeurs, respectivement, 
(i) rhexon (Hx) qui forme les faces et le penton (Pn) sltu6 aux 12 sommets. 

La base du penton (ou penton-base) est associSe § la proteine fibre, 
qui est une projection splculaire emanant de la base du penton, constitute 
15 d'un trimfere de polypeptide IV. La fibre est une proteine de 581 A 587 r6sidus 
d'acides amines pour les esp6ces d'adenovirus d fibres longues, comme les 
espfeces C et A, et de 319 d 325 residus d'acides amines pour les fibres les 
plus courtes comme celles des adenovirus de serotypes 3 et 7, appartehant . 
. a I'espece B. : ^ 

20 Les fibres sont toutes formees de trois domaines structuraux distincts, 

respectivement la queue, la tige et la tete. La queue s'insere dans le penton-. 
base- La tige est constitute de la repetition periodique d'un motif d'une 
quinzaine de rtsidus formant chacun une structure en feuillet p . Le nombre 
des repetitions du motif unitaire dtfinit la longueur de la tige, qui est variable 
25 ' entre les fibres des differentes especes d'adtnovirus, A Textremite C- 
terminate de la fibre se trouve une zone renflee, la tete, qui est form6e d'un 
trimSre d'une sequence polypeptidique de 180 a 200 residus d'acides 
amints. Comme cela est reprdsente sur la figure 6A, chaque monom6re de 
t§te associe un squelette de huitfeuillets p anti^paralleles relies entre eux par 
30 des boucles dont la conformation, varie cohsid6rablement selon les 
serotypes. 

Certains auteurs avaient demontr6 que Tad^novirus humain §tait 
capable de faire maturer les cellules dendritiques humaines et murines in 
vitro (Rea et aL, 99 ; Hirshowitz et ah, 2000 ; Moreili et aL, 2000 ; Rouard et 
35 aL, 2000). Toutefois, ces observations fortuites de j'activite des vecteurs 
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ad6noviraux sur la matl6re et sur les cellules dendritiques ne permettaient 
pas d'identifier quelle 6tait la vole deactivation et de maturation des cellules 
dendritiques. Ainsi, ces r6sultats anterieurs ne permettaient pas de 
determiner objectivement quel etait le m^canisme moleculaire deactivation et 
5 de maturation des cellules dendritiques induit par I'addnovirus ni, a fortiori, le 
constituant ou la combinaison de constituents de I'adenovirus susceptible 
d'en constituer le ou les agent(s) causal(s), notamment parmi les douze 
polypeptides majeurs constitutifs de la particule virale. 

On a desormais montre salon Tinvention qu'un polypeptide constitue 
10 d'un fragment du domaine tete de la proteine fibre d'un adenovirus, ledit 
fragment comprenant la sequence d'acides amines formant la structure en 
double feuillet p anti-parallele designee « EF » induit Tactivation et la 
maturation de cellules dendritiques immatures. 

Plus pr6cjs§ment, on a montr6 selon Tinventlon qu'un fragment 
15 peptidique du domaine tSte de la prot§ine fibre d'un adenovirus comprenant 
la s6quence d'acides amines delimitant le feuille p anti-parallele EF et d6l§t6 
dans d'autres regions peptidiques du domaine tete, comme par exemple le 
feuillet p anti-parall6le « HI », possede des propri§tes d'activation et de 
maturation des cellules dendritiques immatures identiques ^ celles 
20 observees pour un polypeptide comprenant la sequence complete du 
domaine tete de la prot6ine fibre dudit adenovirus. 

En revanche, 11 a aussi et6 montre qu'un polypeptide constitu6 du 
domaine tete de la proteine fibre et qui comprend la deletion de la sequence 
d'acides amines formant la structure en feuillet p antiparall^le EF a perdu les 
25 proprietes d'activation et de maturation des cellules dendritiques immatures 
du domaine tete complet. Encore plus precisement, il a ete montr6 qu'un 
polypeptide constitue du domaine tete et comprenant la deletion de deux 
acides amines dans la region F du feuillet p antiparall^le EF ne possdde pas 
les propri6t6s d'activation et de maturation des cellules dendritiques 
30 immatures qui sont observ6es avec un polypeptide comprenant la sequence 
d'acides amines complete du domaine tete. 

Ainsi, les resultats obtenus par le demandeur montrent qu'un 
polypeptide constitu6 d'un fragment peptidique du domaine tete de la 
proteine fibre d'un adenovirus, et qui comprend la sequence d'acides amines 
35 formant la structure en double feuillet p antiparalldle EF, ledit polypeptide ne 
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comprenant pas les sequences d'acides amines formant d'autres structures 
en feuillet |3 contenues dans le domaine tSte, est capable d'induire Tactivation 
et la maturation des cellules dendritiques immatures. 

Les r§sultats obtenus par le demandeur nnontrent que les propriet6s 
deactivation et de maturation des cellules dendritiques immatures du donhaine 
tete de la proteine fibre d'un adenovirus sont portees par une petite region 
peptidique dudit domaine tete, les regions d'acides amines formant la 
structure en double feuillet p EF. 

Le domaine tete de la proteine fibre de tous les adenovirus possede 
une structure commune constitute d'une succession de feuillets p relies 
ehtre eux par des boucles peptidiques, similaires a celles du domaine tSte de 
Tadenovirus de serotype 5 (Ad5) representee sur la figure 6A. 

Le demandeur a aussi montre que, au moins du point de vue des 
proprietes d'activation et de maturation des cellules dendritiques immatures, 
cette identity de structure du domaine tete de Tensemble des adenovirus 
impliquait aussi une identite de fonction. AinsI, on a montre seion I'invention 
qu'un vecteur adenoviral comprenant des proteines fibres chimeres 
constitutes d'une queue et d'une tige provenant d'un adenovirus de strolype 
5 et un domaine t§te provenant d'un adenovirus de serotype 3 est capable 
egalement d'induire Tactivation et la maturation des cellules dendritiques 
immatures. 

Les resultats ci-dessus ont permis aux demandeurs de definir une 
famille nouvelle de composes adjuvants de Timnriunite, derlvee du domaine 
tete de la proteine fibre d'un adenovirus, cette nouvelle famille de composes 
adjuvants de Timmunite constituant un premier objet de Tinvention . 

L'invention a pour objet un compose adjuvant de Timmunite consistant 

en : 

- un polypeptide (!) comprenant une sequence d'acides amines de 30 
acides amines de longueur contenue dans le domaine « tete » de la 
proteine « fibre » de la capside d'un adenovirus, ladite sequence d'acides 
amines comprenant i'enchaTnement d'acides amines formant la structure 
en double feuillet p designee « EF » contenue dans ledit domaine 
« tete » ; ou 

- un peptide (ii) analogue dudit polypeptide (i) dont la sequence en acides 
amines comporte, par rapport a la sequence dudit polypeptide (i), au 
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molns une substitution ou au moins une d^lStion d'un acide amin6, ledit 
peptide analogue conservant ladite structure en double feuillet (5 designee 
« EF ». 

On a montre dans les exemples qu'un compos6 adjuvant repondant a 
la definition ci-dessus induit la maturation des cellules dendritiques 
immatures. En particulier, un compose adjuvant cl-dessus induit 
Texpression par les cellules dendritiques des molecules de classe 1 et de 
classe II du CMH, ainsi que des marqueurs specif iques des cellules 
dendritiques matures, tels que les marqueurs CD40, CD80 et CD86. Les 
cellules dendritiques stimulees par un compose adjuvant tel que defini ci- 
dessus induisent la proliferation de lymphocytes T CD4^ allog6niques 
dans des essais de reaction lymphocytaire mixte (MLR) et induit 
6galement la s6cr§tion d'IL-12 et de TNFa de manldre dose dependante, 
Un compose adjuvant selon Tinvention agit directement sur les cellules 
dendritiques immatures sans fixation sur le r6cepteur CAR. 

Pour les composes adjuvants de Tinvention constitues d'un 
polypeptide (i), ledit polypeptide (i) a une sequence d'acides amines d'au 
molns 30 acides amines de longueur puisque le polypeptide (i) comprend 
dans tous les cas une sequence d'acides amines de 30 acides amines de 
longueur contenant la sequence d'acides amines formant le feuillet p EF 
du domaine tete de la proteine fibre d'un adenovirus, qui porte la fonction 
de maturation des cellules dendritiques immatures. 

Pour les composes adjuvants de Timmunite constituee d'un peptide (ii) 
analogue du polypeptide (i), ledit peptide (ii) analogue possede une 
structure tres proche du polypeptide (i) et conserve la caracteristique 
structurelle essentielle de contenir une sequence d'acides amines formant 
la structure en double feuillet (3 antiparalieie EF. 

Dans un peptide (ii) analogue, la sequence d'acides amines du feuillet 
p EF peut comprendre, par rapport a la sequence d'acides amin§s du feuillet 
p EF du domaine t§te de la proteine fibre de Tadenovirus dont elle derive, 
une ou plusieurs substitutions d'un acide amine. Toutefols, la ou les 
substituions d'acides amines dans ia sequence du feuille p EF sont telles 
qu'elles ne modifient pas ladite structure en feuillet p. De preference, les 
substitutions d'acides amines, dans la sequence du feuillet p EF, sont les 
suivantes : 
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Toutefois, de manldre tout d fait pr^f6r6e, la sequence d'acides 
amines formant le feuillet ^ EF d'un peptide (ii) analogue est identique S la 
sequence d'acldes amines du feuillet p EF du polypeptide (i) parent. 

Selon un aspect prefere d'un compost adjuvant selon Tinvention, 
Tenchatnement d'acides amines fonnant la structure en double feuillet p EF 
est localisee approximativement au centre de la sequence d'acides amin§s 
dudit polypeptide. 

Par exemple, la sequence d'acides amines du feuillet p EF du 
domaine tete de la proteine fibre de I'adenovirus de serotype 5 a une 
longueur de 8 acides amines. Comme cela est montre sur la figure 6A, cette 
sequence d'acldes amines d§bute au residu d'acide amin6 en position 479 et 
se termine au residu d'acide amine localise en position 486 de la proteine 
fibre complete de Tad^novirus de serotype 5. Pour un compos6 adjuvant 
constitu6 d'un polypeptide (i) ayant la longueur minimale de 30 acides 
amines, la sequence d'acldes amines du feuillet p EF, de 8 acides aminSs,^ 
est pr§c6d6e, d rextremit6 N-terminale, d'une sequence de 11 acides amines : 
de longueur correspondant d une partie de la boucle DE et est suivie, du cote 
C-termlnal, d'une sequence de 11 acides amines de longueur comprenant 
une partie de la boucle FG. 

La sequence d'acldes amines du feuillet p EF contenue dans un . 
polypeptide (i) adjuvant selon Tinvention est localisee « approximativement » , 
au centre de la sequence d'acldes amines du polypeptide (i) lorsque les 
sequences localisees respectivement du cote N-terminal et du c6te C- 
terminal de la sequence du feuillet p EF n'ont pas une longueur identique.. 
Par exemple, la longueur des sequences localisees respectivement du cote 
N-terminal et du c6t6 C-terminal de la sequence d'acldes amines du feuillet p 
EF peuvent dlff§rer d'une longueur allant jusqu'a 20 acides amines, I'une par 
rapport a Tautre. 

Selon un autre aspect pr6f§r6 d'un polypeptide (i) adjuvant selon 
rinvention, ledit polypeptide (i) comprend. de rextr6mite N-terminale vers 
' rextr6mit6 C-terminale, les= sequences d'acides amines de la boucle DE, du 
feuillet p EF et de la boucle FG. 

A titre illustratif, pour un polypeptide (I) de ce type derive de la proteine 
fibre de Tad^novirus de serotype 5, ledit compose adjuvant est constitu§ du 
polypeptide dont la sequence en acides amines debute au residu d'acide 
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amln6 en position 463 et se termlne au r^sldu d'aclde amln6 en position 515 
de la sequence de la prot^ine fibre complete. Pour ce compos6 adjuvant, la 
sequence d'acides amines du feuillet p EF est localis^e 
« approximativement » au centre de la sequence d'acides amln6s du 

5 polypeptide (i), bien que la sequence d'acides amines de la boucle FG, k 
Textr^mite C-terminale, possede une longueur de 12 r6sidus d'acides amines 
sup6rieure a celle de la boucle DE locallsee a rextremite N-terminale. 

De mani^re generate, un compost adjuvant selon i'invention du type 
polypeptide (i) a une longueur d'au molns 30 acides amines, et d'au plus 195 

10 acides amines et de mani^re tout ^ fait prefer6e d'au plus 180 acides 
amines. 

Ainsi, un compose adjuvant selon I'invention du type polypeptide (i) a 
une longueur d'au moins 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70. 75. 80, 85, 90, 
95. 100, 105, 110. 115, 120, 125. 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 

15 170. 175, 180, 185, 190 ou195 acides amines de longueur. 

Selon un premier mode de realisation prefere d'un compose adjuvant 
de rimmunite consistent en un polypeptide (I) tel que d6finl ci-dessus, la 
sequence dudit polypeptide (i), d'une longueur de « n » acides amines, 
consiste en une sequence de « n » acides amines cons6cutife d'une 

20 sequence correspondante contenue dans le domaine t§te de la pn3t6ine fibre 
de I'adenovirus considere. II y a done identity en acides amines entre la 
sequence du compose adjuvant du type polypeptide (i) et la sequence de la 
partis correspondante du domaine t§te de la prot^ine fibre de I'adenovirus 
consider^. 

25 Selon un second mode de realisation pr§f6re, le polypeptide (i), d'une 

longueur de « n » acides amines, comprend une sequence de « x » acides 
amines cons6cutlfs du domaine tete et comprenant la sequence du feuillet p 
EF ainsi qu'une ou deux sequences d'acides amines additionnelles, la 
longueur totale des sequences d'acides amines additionnelles etant de « n - 

30 x » acides amines, localls6es ^ I'extr6mlt6 N-termlnale et/ou a I'extremite C- 
terminale de la sequence du domaine t§te de « x » acides amines. II doit §tre 
compris que « n » est un nombre entler compris entre 30 et 1 95 et que « x » 
est un nombre entier compris entre 30 et « n-x ». 

Dans un compose adjuvant du type polypeptide (I), la ou les 

35 sequences additionnelles, autres que la sequence partielle du domaine tete 
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de la prot§lne fibre qui comprend la sequence du feuillet p EF, peuvent 
conslster en des sequences de peptides d6tectables par des anticorps 
sp6cifiques d'un tel peptide, qui pourra done §tre utilise comme marqueur. 
Selon un autre aspect, les sequences addltionnelles peuvent consister 

5 en des sequences pemnettant une purification plus ais6e du Gompos§ 
adjuvant apr^s sa syntli^se, que ce soit par syntli6se ciiimique ou par 
synthase par recombinaison g§netique. A titre illustratif d'un tel aspect, les 
sequences additionnelles sont choisies parmi des sequences de 
polyfiistidine, par example des sequences comprenant de 4 ^ 10, et de 

10 preference 6, r^sidus d'histidine. Ces sequences peuvent aussi consister en 
des peptides ou polypeptides destines ^ faciliter la purification du compost 
adjuvant, telle que la GST. 

De maniSre tout a fait pr6f6r6e, la sequence de « x » acides amines 
additlonnelle est localis6e du c6t6 C-terminale de la sequence du domaine 

15 t§te de la prot^ine fibre de ("adenovirus consid6re. 

Selon un autre mode de realisation, un compose adjuvant selon '. 
I'invention du type polypeptide (i) comprend une sequence d'acldes amines 
dii domaine tete de la proteine fibre d'un adenovirus qui comprend,. de 
I'extremite N-tentiinale vers I'extremite C-tenninale, le feuillet p D. La.boucle 

20 peptidique DE, le feuillet p EF et la boucle peptidique FG du domaine, tete de 
la proteine fibre de I'adenovirus consider6. Pour le domaine tete , de 
I'adenovirus de serotype 5, un tel polypeptide (i) possede une sequence 
d'acides amines debutant a I'acide amine en position 454 et se termine. S 
I'acide amine en position 515 de la proteine fibre complete, comme cela est 

25 ■ represents sur la figure 6A. 

Selon encore un autre mode de realisation prefer6, un composant 
adjuvant selon I'invention, du type polypeptide (i), comprend une sequence 
d'acides amines du domaine tete qui comprend, de I'extremite N-terminale, 
vers I'extremite C-tennlnale, respectlvement la boucle peptidique DE. le 

30 feuillet p EF; la boucle peptidique FG et le feuillet p G. 

A titre illustratif, pour le domaine tete de I'adenovirus de serotype 5, un 
tel polypeptide (i) comprend la sequence debutant d I'acide amine en position 
463 et se termlnant ^ I'acide amine en position 521 de la proteine fibre 
complete, comme cela est represente sur la figure 6. 

/ 
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Selon encore un autre mode de realisation pr§f6r6, un compost 
adjuvant du type polypeptide (I) comprend, de I'extr6mit§ N-terminale vers 
I'extremite C-terminale, respectlvement le feuillet p D, la boucle peptidique 
DE, le feuillet |3 EF, la boucle peptidique FG et le feuillet pG. 

A titre illustratif, pour le domaine tete de I'adenovirus de serotype 5, un 
tel polypeptide (i) comprend la sequence d'acides amines debutant § I'acide 
amin§ en position 454 et se terminant a I'acide amin6 en position 521 de la 
prot^ine fibre complete. 

Selon encore un autre mode de realisation particulier d'un compose 
peptidique adjuvant de I'invention, le polypeptide (!) ou le peptide (il) 
analogue comprend egalement, en plus de la sequence d'acides amines du 
domaine tate de fibre, 6galement la derniere sous-unite de repetition de la 
tige de fibre. Un tel compost adjuvant peptidique selon I'invention 
comprenant la dernidre 8ous-unit6 de repetition de la tige de fibre est 
susceptible de possSder une grande stability de structure et de bloquer la 
partle du domaine t§te dans sa conformation native et sous forme d'un 
trim^re peptidique. 

A titre illustratif de ce mode de realisation particulier d'un compost 
adjuvant peptidique de I'invention qui comprend un polypeptide (i) derive de 
la prot§ine fibre de rad6novirus de serotype 5, ledit polypeptide (1) comprend 
la sequence d'acides amines debutant au r6sidu d'acide amine en position 
380 et se terminant au residu d'acide amine en position 581 de la sequence 
d'acides amines de la proteine fibre complete. 

Selon une caracteristique preferee d'un compose adjuvant selon 
I'invention, le polypeptide (i) comprend une partie du domaine t§te de la 
proteine fibre d'un adenovirus qui est un adenovirus humain. 

Avantageusement, I'adenovfrus humain est choisi parmi les 
adenovirus du sous-groupe B, qui comprend les adenovirus Ad3, Ad7, Ad1 1 , 
Ad14, Ad16, Ad21, Ad34 et Ad35, ou parmi les adenovirus du sous-groupe 
C, qui comprend les adenovirus Ad1 , Ad2, Ad5 et Ad6. 

Preferentiellement, Tadenovims humain est choisi dans le groupe 
constitue des adenovirus des serotypes 12 18, 31, 3, 7, 11, 14. 16, 21, 34, 
35, 1, 2, 5. 6, 8. 9. 10. 13. 15. 17. 19, 20. 22, 23. 24. 25. 26. 27. 28, 29, 3o', 
32, 33, 36, 37. 38. 39, 42, 43. 44, 45. 46. 47, 48, 49, 40 et 41 . 
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Selon encore un autre mode de r§alisation pr6f6re, un compose 
adjuvant du type polypeptide (i) comprend, de rextr6mit6 N-terminale vers 
Textremite C-temiinale, respectivement le feuillet p D, la boucle peptidique 
DE, le feuillet p EF, la boucle peptidique FG et le feuillet pG. 
5 A titre lllustratif, pour le domaine t§te de rad§novirus de serotype 5, un 

tel polypeptide (1) comprend la sequence d'acldes amines debutant S Tacide 
amin6 en position 454 et sie termihant k Tacide amin§ en position 521 de la 
prot§ine fibre complete. 

Selon encore un autre mode de realisation particulier d'un compos6 
10 peptidique adjuvant de Tinvention. le polypeptide . (i) ou le peptide (ii) 
analogue comprend egalement, eri plus de la sequence d'acldes amines du 
domaine tete de fibre, egalement ia derni^re sous-unite de repetition de la 
tige de fibre. Un tel compos6 adjuvant peptidique selon ^invention 
comprenant la derniere sous-unite de repetition de la tige de fibre est 
15 susceptible de posseder une grande stabilite de structure et de bloquer la., 
partie du domaine tete dans sa conformation native et sous forme d'uh- 
trimSre peptidique. 

A titre illustratif de ce mode de realisation particulier d'un compose 
adjuvant peptidique de Tinvention qui comprend un polypeptide (i) d6riv&de 
20 la proteine fibre de Tad^novirus de .s6rotype 5, ledit polypeptide (!) comprend 
la sequence d'acldes amines debutant au r6sldu d'acide arhine en position 
380 et se.termlnant au residu d'acide amine en position 581 de ia sequence 
d'acldes amines de la proteine fibre complete. 

Selon une caract6ristique pref6r6e d'un compose adjuvant selon 
25 . rinvention, le polypeptide (i) comprend une partie du domaine t§te de la 
proteine fibre d'un adenovirus qui est un adenovirus humain. 

Avantageusement, Tadenovirus huqnain est choisi parmi les 
. adenovirus du sous-groupe B, qui comprend%s adenovirus Ad3, Ad7, Adi 1, 
Ad14, AdIQ, Ad21, Ad34 et Ad35, ou parmi les adenovirus du sous-groupe 
30 C, qui comprend les adenovirus Ad1 , Ad2, Ad5 et Ad6. 

Preferentiellement, Vad^novirus humain est choisi dans le groups 
constitue des adenovirus des serotypes 12 18, 31, 3, 7, 11, 14, 16, 21, 34, 
35, 1. 2, 5. 6, 8, 9, 10, 13, 15, 17, 19, 20. 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28. 29, 30, 
32, 33, 36, 37, 38, 39, 42, 43, 44, 45, 46, 47. 48, 49, 4, 40 et 41 . 
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De pr6f6rence. un peptide adjuvant selon I'invention derive du 
domaine t§te de la prot6lne fibre d'un adenovirus cholsl pamil Ad5, Ad3 et 
Ad 12. 

Les proteines fibres completes des adenovirus Ad5, Ad3 et Ad12 sont 
5 representees comme les sequences d'acides amines SEQ ID N°1, SEQ ID 
N°2 et SEQ ID N'3, respectivement. 

Le domaine tete de la proteine fibre de Tadenovlrus Ad5 debute au 
r6sldu d'acide amine en position 400 de la sequence SEQ ID N'L 

Le domaine t§te de la proteine fibre de I'adenovirus AdS debute au 
10 resldu d'acide amine en position 1 32 de la sequence SEQ ID N°2, 

Le domaine tete de la proteine fibre de I'adenovirus Ad 12 debute au 
resldu d'acide amine en position 409 de la sequence SEQ ID N°3. 

Les structures cristalllnes des proteines fibres des adenovirus AdS, 
Ad3 et Ad12 ont ete d6crltes par Xia et al. (1994), Durmort et al. (2001) et 
1 5 Bewley et al. (1 999). respectivement. 

Selon encore un autre aspect prefer6 d'un compose adjuvant selon 
I'invention, celul-ci est caracterls6 en ce que ie polypeptide (i) comprend une 
sequence d'acides amines cholsie parmi les sequences suivantes : 

- la sequence debutant ^ I'acide amine en position 463 et se termlnant d 
20 I'acide amine en position 515 de la sequence SEQ ID N" 1 

- la sequence debutant a I'acide amine en position 195 et se termlnant d 
I'acide amine en position 247 de la sequence SEQ ID N" 2. 

- la sequence debutant a I'acide amine en position 472 et se termlnant ^ 
I'acide amine en position 535 de la sequence SEQ ID N" 3., 

25 Comme cela a deja ete decrit precedemment, un mode de realisation 

particulier du compose adjuvant selon I'invention. conslste en un peptide (ii) 
analogue du polypeptide (i) defini cl-dessus. dont la sequence en acides 
amines comporte, par rapport d la sequence dudit polypeptide (I), au moins 
une substitution ou au moins une deletion d'un aclde amine, ledit peptide 

30 analogue conservant la structure double feulllet p EF. 

De maniere tout g fait pref6ree. la ou les substitutlon(s) ou deietlon(s) 
d'un aclde amine, par rapport d la sequence du polypeptide (i) est (sont) 
localisee(s) dans la partie du peptide (11) analogue derivee de la sequence du 
domaine tete de la proteine fibre d'adenovlrus contenue dans le polypeptide 

35 (i) parent. 
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De preference, le peptide analogue (ii) adjuvant comprend 
2,3,4.5,6,7,8,9 ou 10 substitutions ou d616tions d'un acide amine, par rapport 
^ ia sequence d'acides amines du polypeptide (i) parent. 

Selon encore un autre mode de realisation d'un compose adjuvant de 
5 I'immunlte selon Tinvention, ledit compose adjuvant est caracteris6 en ce que 
le polypeptide (i) ou le peptide analogue (ii) consiste en un polypeptide 
cyclique. 

Les peptides (ii) adjuvants qui comprennent dans leur sequence une 
ou plusieurs differences en acides amines par rapport a la sequence 
10 correspondante contenue dans le domalne tete de la proteine fibre naturelle 
de Tadenovirus considere, possede neanmoins des proprietes adjuvantes, 
c'est-a-dire des proprietes dMnduire la maturation des cellules dendrltiques 
immatures, du meme ordre de grandeur que le polypeptide (i) parent dont il 
derive. 

15 De manlere generate, I'lnventlon est relative d des peptides adjuvants 

derives du domalne tete de la proteine fibre d'un adenovirus qui poss6de la ' 
meme activite adjuvante que les peptides adjuvants specifiquement d^crits.. 
dans la presente description. 

Comme cela est montre dans les exemples, la propriete d'un compose 

20 adjuvant selon Tinvention d'induire la maturation des cellules dendrltiques 
immatures peut etre aisement verifiee par Thomme de Tart, par exemple en 
determinant le niveau d'expression des molecules du CMH de classe I ou de 
classe il, ou encore le niveau d'expression de marqueur specif ique de la 
maturation de cellules dendrltiques, telles que les molecules CD40, CD80 et 

25 ' CD86. 

Les autres tests decrits dans les exemples peuvent egalemerit etre 
utilises par Thomme de Tart pour verifier ia capacite adjuvante de maturation 
des cellules dendritiques d'un compose selon Tinvention, tel que : 

(ij la capacite du compose adjuvant §i stimuler des cellules 
30 dendritiques imnriatures a induire une reaction lymphocytaire mixta en 
presence de cellules TCD4* allogeniques ; 

(il) la capacite des cellules dendritiques stimuiees avec un compose 
adjuvant de I'invention, et chargees avec un antigene, ^ induire une reponse 

immunitaire par I'induction de la proliferation de cellules TCD8* specifiques 

j 
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dudit antigdne. et encore plus sp6cifiquement des cellules TCD8* secr6tant 

de I'interf^ron gamma. 

(iil) La capacity d'un compos6 adjuvant selon I'Invention a stimuler la 

production d'IL-12 et de TNFa par les cellules dendritiques. 
5 De pr6f6rence, dans la sequence d'un peptide analogue (fi), un aclde 

amln§ contenu dans la sequence du polypeptide (i) parent est substitue par 

un acide amine de la m§me classe d'acide amin6, parmi les classes des 

acldes amines acides (D. E), basiques (K, R, H), non polalres (A, V. L. I, P. 

M, F, W) ou encore des acldes amines polaires non charges (G, S T, Y N 
10 Q) 

De preference, la partie du peptide (ii) analogue d6riv6e de la 
sequence du domaine t§te du polypeptide (i) parent d'une longueur de (x) 
acides amines, d une identlte en acides amines avec la sequence 
correspondante de longueur (x) du polypeptide (i) parent d'au moins 80%. 
15 avantageusement d'au moins 95% et de manidre tout d fait pref6i^e d'au 
molns 98%. 

Le « pourcentage d'ldentit6 » entre deux sequences d'acldes amines, 
au sens de la pr6sente invention, est determine en comparant les deux 
sequences alignees de manidre optimale, ^ travers une fenStre de 
20 comparaison. 

La partie de la sequence d'acldes amines dans la fen§tre de 
comparaison peut ainsi comprendre des additions ou des deletions (par 
exemple des « gaps ») par rapport ^ la sequence de reference (qui ne 
comprend pas ces additions ou ces deletions) de manidre d obtenir un 
25 alignement optimal entre les deux sequences. 

Le pourcentage d'identite est calcul§ en determinant le nombre de 
positions auxquelles un r6sldu d'acide amin§ identique est obsen/6 pour les 
deux sequences compar6es, puis en divisant le nombre de positions 
auxquelles il y a Identlte entre les deux r^sidus d'acide amin6 par le nombre 
30 total de positions dans la fen§tre de comparaison. puis en multipllant le 
resultat par cent afin d'obtenir le pourcentage d'identit§ en acides amines 
des deux sequences entre elles. 

L'alignement optimal des sequences pour la comparaison peut dtre 
realist de manldre informatique ^ I'aide d'algorithmes connus. 
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De manlere tout ^ fait pr6f6r6e, le pourcentage cl*iclentlt6 de sequence 
est d6termin6 d I'aide du logiciel CLUSTAL W (version 1.82) les param6tres 
6tant fix§s comme suit : (1) CPU iVIODE = ClustalW mp ; (2) ALIGNMENT = 
« full » ; (3) OUTPUT FORIVIAT = « ain w/numbers » ; (4) OUTPUT ORDER 

5 = « aligned » ; (5) COLOR ALIGNMENT = « no » ; (6) KTUP (word size) = 
« default » ; (7) WINDOW LENGTH = « default » ; (8) SCORE TYPE = 
« percent » ; (9) TOPDIAG = « default » ; (10) PAIRGAP = « default » ; (11) 
PHYLOGENETIC TREE/TREE TYRE = « none » ; (12) MATRIX = 
« default » ; (13) GAP OPEN = « default » ; (14) END GAPS = « default » ; 

10 (15) GAP EXTENSION = « default » ; (16) GAP DISTANCES = « default » ; 
(17) TREE TYPE = « cladogram » et (18) TREE GRAP DISTANCES = « 
tiide ». 

Un compose adjuvant peptidique salon I'invention peut §tre synth6tis6 
par des m6tliodes classiques de chimie de synthase, soit des synthases 

15 cliimiques homog^nes solution ou en phase solide. 

A titre illustratif, I'homme de I'art peut utiliser les techniques de 
synthase polypeptide en solution decrite par HpUBEN WEIL (1 974). 

Un compose adjuvant peptidique selon I'invention peut dtre 6galement 
synthetise chimiquement ein phase liqulde ou solide par des. couplages 

20 successlfs des differents r§sldus d'acides amines (de rextr6mit6 N-terminale 
vers I'extremite C-terminale en phase liquide, ou de I'extremite C-terminale 
vers l'extr§mit§ N-termlnale en phase solide) . L'homme de I'art peut 
notamment utiliser la technique de synthese peptidique en phase solide 
decrite par Merrifield (1965a ; 1965b). 

25 Selon un autre aspect, un compose adjuvant peptidique selon 

I'invention peut §tre synth6tls§ par recombinaison g§netique, par exemple 
selon un proc6d§ de production comprenant les 6tapes suivantes : 

(a) preparer un vecteur d'expression dans lequel a 6t^ Ins6r6 un acide 
nucl6lque codant le compos6 adjuvant peptidique de I'invention, ledit vecteur 

30 comprenant 6galement les sequences r^gulatrlces necessalres S 
I'expression dudit acide hucleique dans une cellule h6te choisie ; 

(b) transfecter une cellule h6te avec le vecteur recombinant obtenu 
r6tape (a) ; ... 

( c) cultiver la cellule h6te transfectee d I'^tape b) dans un milieu de 
35 culture approprie ; ( 
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(d) recup6rer le surnageant de culture des cellules transfect6es ou le 
lysat cellulaire desdites cellules, par exemple par sonlcation ou par choc 
osmotique ; et 

(e) separer ou purifier, ^ partir dudit milieu de culture, ou d parllr du 
5 culot de lysat cellulaire, le compost adjuvant peptidique recombinant de 

rinvention. 

Pour produire un compose adjuvant peptidique recombinant de 
rinvention, I'homme de I'art peut notamment se referer aux techniques de 
preparation des vecteurs recombinants, de transfection cellulaire et de 
10 purification qui sont d^crites dans les exemples. 

De manl6re tout S felt prefer6e, on utilise un vecteur de type 
baculovirus pour infecter des cellules Sf9, comme cela est decrit dans les 
exemples. 

Pour purifier un compose peptidique adjuvant de I'lmmunlt6 selon 

15 rinvention qui a 6t§ produit par des cellules hdtes transfect^es ou infect6es 
par un vecteur recombinant codant ledit compost adjuvant peptidique, 
I'homme de I'art peut avantageusement mettre en oeuvre des techniques de 
purification d6crites par Molinler-Frenkel (2002), par Karayan et al. (1994) ou 
par Novelli et al. (1991). 

20 Comme cela a deja 6te mentionn6 pr§c6demment dans la pr6sente 

description, du fait que les cellules dendritiques matures favorlsent le 
developpement des reponses immunitaires. les r§ponses Immunltaires ^ 
mediation cellulaire I'un quelconque des composes peptidiques adjuvant 
selon rinvention peut etre utilise en association avec un antig^ne a I'encontre 

25 duquel une reponse immunitaire est recherchee. 

Un compost adjuvant peptidique selon rinvention peut §tre associ§, 
en vue d'induire une reponse immunitaire, chez I'homme ou I'animal, 
indiff6remment avec un antlgdne peptidique ou avec un antig§ne du type 
carbohydrate, par exemple un antlg§ne du type carbohydrate Identique ou 

30 similaire, du point de vue de sa reconnaissance antigenique, S un antigene 
sp6clflquement exprim6 par des cellules tumorales. 

Par definition, le compos6 adjuvant peptidique selon rinvention peut 
§tre associ§ avec tout type d'antigene a I'encontre duquel une reponse 
immunitaire est recherchee. 
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Selon un mode de realisation partiouller, un compos§ adjuvant 
peptidique de I'lnvention est couple chimiquement S un ou plusleure 
antlg^nes ^ I'encontre desquels une r6ponse Immunitaire est recherch^e, 
sous la forme d'un conjugue peptide adjuvant/peptide antlg^ne ou encore 
5 sous la forme d'un conjugu6 peptide adjuvant- antigene carbohydrate. ' 

Ainsi, la pr^sente Invention a 6galement pour objet un conjugue 
immunog^ne constitu6 d'un compose peptidique adjuvant selon I'lnvention, 
qui est lie de mani^re covalente &,un antigene a I'encontre duquel une 
r^ponse immunitaire est recherchee. 
10 L'invention a egalement pour objet une composition adjuvante de 

I'immunite comprenant un compost adjuvant peptidique te! que defini ci- 
dessus dans la pr6sente description, en association avec au moins un 
exciplent physiologiquenient compatible. 

Dans un mode de realisation particulier du conjugue Immunogene de 
15 I'lnvention, le compose adjuvant et I'antigdne sont Ms directement entre eux; 
de maniere covalente, par exemple via une liaison peptidlque-CO-NH-. 

Cependant, afin d'introduire une certaine flexibility dans la structure du :a 
conjugue Immunogene, et notamment de permettre une mobilite dans 
i'espace du compose adjuvant et de I'antig^ne, I'un par rapport e I'autre au ' 
20 sein du conjugue immunogene. on pretere un conjugue peptidique dans .^ 
lequel le compose adjuvant et I'antigene sont separes I'un de I'autre, au sein j 
dudit conjugue, par une cliaTne espaceur. 

Selon un premier mode de realisation prefere d'un conjugue 
immunogene, le compose adjuvant et I'antigene sont separes I'un de I'autre, 
25 au sein dudit conjugue, par une chaTne espaceur choisie panyii le SMCC ou 
le SIAB, qui sont tous les deux des composes bifonctionnels. 

Le compose SIAB. d6crit par Hermanson G.T. (1996, Bioconjugate 
techniques. San Diego : Academic Press, pp 239-242), est le compose de 
formule (I) suivante : 
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(I) 



Le compose SIAB comprend deux groupes r^actifs, respectivement un 
groupe iodoacetate et un groupe ester Sulfo-NHS, ces groupes reaglssant 
respectivement sur des groupes amino et sulfhydryl. 

Le compost SMCC, qui est decrit par Samoszul< M.K. et al. (1989, 
Antibody, Immunoconjugates Radiophamn., 2£D : 37-46), est le compost de 
formuie (11) suivante : 




(11) 



Le compost SI\^CC comprend deux groupes r§actifs, respectivement 
un groupe ester Sulfo-NHS et un groupe mal^imide, qui r6agissent 
respectivement avec un groupe amino et un groupe sulfhydryl. 

Selon un second mode de realisation pref6r6, le conjugue 
immunogene comprend una chafne espaceur constituee d'un peptide 
espaceur lin^aire . On choisira de preference un peptide espaceur lineaire 
ayant de 3 a 30 acides amines de longueur, avantageusement de 5 a 20 
acides amines de longueur et de maniere tout ^ fait prefer6e de 7 a 15 
acides amines de longueur. 

Pr6f6rentiellement, le peptide espaceur Iin6aire est essentiellement, 
voire excluslvement. constltu6 d'acides amines charges positivement ou 
negativement a pH 7,0 afin d'accroTtre I'hydrophiliclt^ globale dudit conjugue 
peptidique immunogdne. On comprend que Ton devra 6viter d'utlllser des 
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peptides espaceurs constitu§s d'acides amln6s hydrophobes, De maniere 
pref6rentiene, le peptide espaceur est caracterise en ce qu'il est constitu§ 
d'une chaTne de poly-(lysine ) constituee de 3 ^ 30 rdsidus lysine, 
avantageusement de 5 a 20 et de maniere tout ^ fait pref6r6e de 7 a 15 
5 r6sidus lysine de longueur. 

Selon encore un autre mode de realisation d'un conjugu6 
immunogene selon. Tinvention, le compose adjuvant et Tantigene sont 
s6pares I'un de Tautre, au sein dudit conjugu§ peptidique, par une chaTne 
espaceur constituee d'un peptide espaceur ramifie, de preference une 
10 structure oligodendrim^rique de poly(lysine), telle que d^crite par exemple 
par Basak et al. (1 995). 

Dans ce dernier mode de realisation d'un conjugu6 immunogdne selon 
rinvention, ledit conjugue peptidique peut comprendre plusieurs copies 
respectivement du compost adjuvant et/ou de rantig^ne par molecule de 
IS conjugue, avantageusement de 2 § 8 copies du compos§ adjuvant et/ou de 
i'antigSne, de preference au plus 4 du compose adjuvant et/ou de I'antigene, : 
par molecule de conjugue. 

La presente invention a encore pour objet un compose adjuvant 
peptidique tel que defini precedernment dans la description, pour son 
20 utilisation en tant que principe actif adjuvant d'une composition immunogene 
ou d'une composition vaccinale. 

Par « composition Immunogene". on entend selon Tinvention, une 
composition contenant un compose adjuvant jDeptidique tel que defini ci- 
dessus en association avec au moins un antigene ^ rencontre duquel une 
25 * reponse immunitaire ^ mediation cellulaire est recherchee, dans le but de 
produire des anticorps specifiques a rencontre dudit antigene. 

Par « composition vaccinale », on entend selon Tinvention une 
composition contenant un compose peptidique adjuvant tel que defini ci- 
dessus, en association avec au moins un antigdne a I'encontre duquel une 
30 reponse immunitaire a mediation cellulaire est recherchee en vue de prevenir 
ou en vue de traiter une maladie, en particulier une maladie provoquee par 
un agent pathogene de type viral, fongique ou bacterien ou encore une 
tumeur. " ' • 

I 
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L'inventlon est egalement relative d I'utillsatlon d'un compost adjuvant 
peptidlque tel que d^finl ci-dessus pour la fabrication d'une composition 
immunogSne ou vaccinaie. 

Elle concerne aussi une composition immunogene ou une composition 
5 vaccinaie comprenant un compos6 adjuvant peptidlque tel que d§fini ci- 
dessus, en association avec au moins un antigene . 

Dans une composition immunogene ou dans une composition 
vaccinaie de l'inventlon, I'antigene peut etre utilise sous la forme d'un 
melange avec le compost peptidlque adjuvant de I'invention. 
10 Selon un autre mode de realisation, le compose adjuvant peptidlque et 

I'antigene Indus dans une composition vaccinaie ou dans une composition 
immunogene de I'invention se presentent sous la forme d'un conjugue 
immunogene tel que defini ci-dessus. 

Dans les exempies. on a montre que des cellules dendritiques 
15 stimuiees avec un compose adjuvant peptidlque selon I'invention et charge 
avec un antigene detemiine, en I'occurrence le peptide GP33 du LCMV. etait 
capable d'induire, chez I'animal, une reponse immunitaire cytotoxique par 
stimulation de cellules T CDS* speclfiques de I'antigene GP33. 

On a montre en particulier que des cellules dendritiques matures 
20 stimuiees par un compose adjuvant peptidlque selon I'invention et pr6sentant 
I'antigene d'interet aux cellules du systeme immunitaire etaient capables 
d'induire une reponse immunitaire de type cytotoxique provoquant le rejet de 
spienocytes presentant ^ leur surface I'antigene d'interet. 

Dans une composition immunogene ou dans une composition 
25 vaccinaie selon I'invention, tout type d'antigene peut etre utilise puisque. 
dans tous les cas, et quel que soit I'antigene ou les antlgenes, le peptide 
adequat de l'inventlon exercera son activite d'activation des cellules 
dendritiques. 

De preference, une composition Immunogene ou une composition 
30 vaccinaie selon I'invention comprend une quantite allant de 1 0 nanogrammes 
e 1 milligramme d'un compose adjuvant peptidlque tel que defini ci-dessus, 
de preference de 100 nanogrammes e 100 microgrammes dudit compose 
peptidlque adjuvant, et de maniere tout a fait preferee de 100 nanogrammes 
a 10 microgrammes dudit compose peptidlque adjuvant. 
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ParmI les antlgdnes susceptibles d'§tre inclus dans une composition 
immunogdne ou dans une composition vacclnale selon I'invention, en 
association avec un compos6 adjuvant peptidique, on peut citer ies 
antigdnes bact§riens d6riv6s notamment de B. pertussis, Leptospira 
pomona, S. paratyphi AB, C. diptitlienae, C. tetania C. botulinum. C. 
perfringens. C. feseri, B. antiiracis, P. pestis, P. multocida. V. cliolerea. 
Neisseria meningitidis, N. gonorrheae. Hemopliilus influenzae, Treponema 
poliidum. 

Les antigenes peuvent §tre §gaiement das antigenes viraux tels que 
des antigenes derives des virus polfovirus, adenovirus, virus du para 
influenza, virus respiratoires syncytiaux, virus de I'influenza, virus de 
l'enc6plialomyelitis, virus de ia maladie de Newcastle, pox virus, virus 
rabbique. 

Les antigdnes peuvent Sgalement consister en des antigenes 
provenant d'un aliei^fene. quelconque, tels que des ailergdnes d§riv6s 
d'extraits de pollen de fleur ou d'herbe^ des allergdnes purifies ^ partir de - 
pousslSre domestique, etc., ' ■ 

Panmi les antigenes viraux d'int§r§t, on cite aussi fes antigenes 
d§riv6s des prpt6ines des papillomavirus, notamment des papillomavirus 
humains, et en particulier les prot6lnes L1, E6 et E7, notamment. des 
souches HPV-16. 

D'autres antigenes viraux illustratifs consistent en des antig§nes 
derives des prot^ines du virus de I'immunodeficience humaine (VIH), en 
particulier du VIH-1. et de mani§re tout a fait pr6f§r6e d§riv6s de la prot§ine 
ENVdu virus ViH-1. 

D'autres antigdnes d'interet susceptibles d'§tre inclus dans une 
composition immunogfene ou dans une composition vaccinale selon 
I'invention consistent en des antigenes tumoraux, c'est-a-dire des antigenes 
exprimes par des cellules canc§reuses, que ces antigSnes soient de nature 
peptidique ou de nature carbohydrate, , 

Comme on I'a coinpris, les compositions Immunog^nes ou les 
compositions vaccinales selon I'invention trouvent leur empiol notamment 
dans le traitement, tant curatif que pr6ventif, des cancers, notamment des 
cancers induits par des virus comme par exemple l'ATL(acute T leukemia) 
provoqu6s par le virus HTLV1 , ou le cancer du col uterin provoqu6 par les 
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papillomavlms, ou encore le lymphoma de burkitt ou le sarcome de Kaposi 
provoque par des virus de la famllle Herpes, respectlvement Epstein-barr 
(EBV) et le HHV8, ainsi que dans le traltement du SIDA ou encore pour 
pr6venir ou trailer des reactions Inflammatoires allergiques. 

5 Selon encore un autre aspect, I'invention a encore pour objet une 

m6thode pour immuniser un homme ou un animal, plus speclfiquement un 
mammifere, a I'encontre d'un antigene d'inter§t , ladite m§thode comprenant 
une 6tape au cours de laquelle on administre a I'homme ou a I'animal une 
composition immunogene ou une composition vaccinate telle que d6finie ci- 

10 dessus. 

On administre ^ I'homme ou a I'animal, par exemple aux patients, une 
composition immunogfene ou une composition vaccinate selon I'invention qui 
se pr§sente sous une fomne adapt6e d Tadmlnistration syst6mique ou 
mucosale, par exemple par vole intranasale, en quantity sufRsante pour §tre 

15 efficace sur le plan th^rapeutique, ^ un sujet ayant besoin d'un tel traitement. 
Une composition immunogdne ou une composition vaccinate selon 
{'invention se pr^sente sous forme sollde ou liqulde, en particulier sous la 
forme d'une Emulsion huile-dans-l'eau dans lequel I'antigene ou les 
antig^nes d'int6ret est(sont) disperses. Pour fomnuler une composition 

20 immunogene ou une composition vaccinate selon I'invention sous la forme 
d'une Emulsion huile-dans-reau, I'homme de I'art pourra utiliser une emulsion 
du type SPT telle que decrite a la page 147 de I'ouvrage « Vaccin Design, 
The subunit and adjuvant approach », [ M.POWELL, M. Newman Ed., 
Plenum Press, (1995)] ainsi que I'emulsion MF59 decrite ^ la page 183 du 

25 meme ouvrage. 

Par « excipient physiologiquement compatible » au sens de 
{'Invention, on entend un agent de charge liqulde ou solide, un diluent ou tout 
autre substance non-physlologiquement active et pr§sentant une grande 
inoccuit§ pour le patient qui peut §tre utilis^e pour Tadmlnistration 

30 systemique ou locale, par exemple sur les muqueuses, d'une composition 
immunogene ou une composition vaccinate selon {'invention. 

De tels exciplents physiologiquement compatibles sont decrits en 
detail notamment dans la 4'*'"^ Edition « 2002 » de la Pharmacop6e 
Europ6enne ainsi que dans l'6dition USP 26-NF21 publiee en Novembre 

35 2002. 
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Selon encore un autre aspect, Tinvention est egalement relative d un 
proc6d6 pour la maturation in vitro des cellules dendritiques immatures 
humaines ou animales dans lequel des cellules dendritiques immatures sont 
stimulees avec un compos6 adjuvant peptidique tel que defini dans la 
prdsente description. 

L'invention a done encore pour objet un precede pour la maturation in 
vitro des cellules dendritiques immatures humaines ou animales, caracterise 
en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

(a) cultiver in vitro une population de cellules enrichies en cellules 
dendritiques immatures humaines ou animales, dans un milieu de culture 
. appropri.6 ; 

(b) incuber les cellules cultjv6es d r6tape (a) avec un composant 
adjuvant peptidique ou encore ^vec une composition adjuvante telle que 
d6finie dans la pr6sente description, pendant une duree sufflsante d induire 
la maturation des cellules dendritiques. 

La population de cellules enrichies en cellules dendritiques immatures • 
humaines ou animales utilisee a Tetape a) du proced6 peut §tre obtenue ^. 
partir d*un 6chantillon de moelle osseuse ou encore uri echantillon de jsang 
humain ou animal, selon des techniques bien connues de Thomme de.J'art,* 
comme par exemple la technique decrite par Mayordomo et al. (1 995). 

Pour purifier et cultiver des cellules dendritiques, Thomme de Tart peut 
Egalement se r6ferer a la technique d6crite par Steinam et Young (1991). 
L'homme de Tart peut egalement se referer aux nombreuses references 
bibliographiques concernant la purification et la culture des cellules, 
dendritiques qui sont decrites dans la demande PCX publiee sous le n°WO 
98/23728, et plus specifiquement aux pages 1^3. 

Pour obtenir une population de cellules enrichies en cellules 
dendritiques immatures humaines ou animales, Thomme de Tart peut 
6galement se r6ferer d la technique decrite dans les exemples. 

A Tetape b) du proc6de de maturation ci-dessus. les cellules 
dendritiques immatures sont hcub6es avec une concentration finale du 
compose adjuvant peptidique allant de 10 nanogrammes par ml ^ 1 pg/ml, 
de pr6f6rence allant de 50 nanogrammes par ml S 1 pg/ml. 

/ 
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A r§tape b) du proced^ de maturation, les cellules dendritlques 
Immatures sont incubees pendant une dur6e allant de 1h d 48 heures, avec 
la concentration finale s6leotlonn6e du compos6 adjuvant peptldique. 

L'invention est egalement relative d une population de cellules 
enrichies en cellules dendritlques matures, susceptibles d'§tre obtenues par 
le precede de maturation tel que d6fini ci-dessus. 

Les cellules dendritlques matures obtenues selon le proc6d6 de 
maturation ci-dessus sont caracterisees en ce qu'elles expriment 
simultan6ment les molecules de classes I et de classe II du CMH ainsi que 
les marqueurs sp§cifiques des cellules dendritlques matures CD40 CD80 et 
CD86. 

La pr^sente invention a aussi pour objet une composition cellulaire 
adjuvante de rimmunit6, caracteris6e en ce qu'elle est constitute d'une 
population de cellules dendritlques matures susceptibles d'etre obtenues par 
le proctdS de maturation ci-dessus. 

De preference, une dose de composition cellulaire adjuvante de 
l'immunit§ telle que d§finie ci-dessus, pour I'administration aux patients, 
comprend un nombre de cellules dendritlques matures allant de 10^ ^ 10® 
cellules dendritlques matures syng6nlques, avantageusement de 10^ S 10® 
cellules syngeniques. 

Dans une composition cellulaire adjuvante selon l'invention, les 
cellules dendritlques matures sont de pr6f§rence en suspension dans un 
milieu liquide salin n6cessaire § leur survie pendant quelques heures, de 
preference au moins trois heures. 

De mani§re tout a fait pr^feree, les cellules dendritiques matures sont 
en suspension dans un milieu de culture appropri§ comprenant la totalite des 
6l6ments nutritifs permettant leur survie d long terme. par exemple pendant 
plusieurs jours, de preference pendant au moins 2 jours. 

L'invention est egalement relative d un precede pour fabriquer une 
composition cellulaire immunogene. caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes suivantes : 

a) cultiver In vitro une population de cellules enrichies en cellules 
dendritiques immatures humaines ou animates, dans un milieu de culture 
approprie; 
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b) incuber les cellules cuItivSes §i TStape a) avec un compost 
peptidique adjuvant ou encore avec une composition adjuvante telle que 
definie pr6c6demment. pendant une dur§e sufflsante pour indulre la 
maturation des cellules dendritiques ; 

c) ajouter aux cellules cultivees I'§tape b) au moins un ahtigdne 
d'int6ret a Tencontre duquel une reponse immunitaire est recherch§e. 

Selon le precede ci-dessus, Tetape c) dincubation des cellules 
dendritiques avec au moins un antigene d'interet peut indifferemment etre 
simultane a Tetape b) dans laquelle le compose peptidique adjuvant est 
incub6 avec les cellules, ou au contraire etre posterieur a Tetape b), 
Toutefois, et de maniere tout a fait preferee, les stapes b) et c) sont realisees 
de maniere simultanee. 

Ulnvention a 6galement pour objet un precede pour fabriquer une 
composition cellulaire immunog^ne caract§rlse en ce qu'il comprend les 
etapes suivantes : 

a) cultiver in vitro une population de cellules enrichies en cellules' 
dendritiques humaines ou animales dans un milieu de culture appropr!^;^* 

b) incuber les cellules cultlv6es S T^tape a) avec un conjugu6 
immunogene tel que defini pr6c6demment, pendant une duree suffiaante. 
pour indulre la maturation des cellules dendritiques. 

Dans les precedes pour fabriquer une composition cellulaire. 
immunogene ci-dessus, la concentration finale ajoutee aux cellules 
dendritiques est variable selon la nature et le poids moieculaire de I'antigene 
d'interet considere. Par exemple, le peptide GP33 du LCMV est ajoute aux 
cellules dendritiques. 

Pour chaque antigene d'interet considere, I'homme de I'art pourra 
adapter la concentration finale qui doit etre ajoutee a Tetape c) (premier 
proc6d6), ou la concentration finale de conjugues immunogenes qui doit etre 
ajout6e' ^ I'etape b) du precede (second precede), grace ^ ses 
connaissances techniques g6nerales concernant le chargement de cellules 
dendritiques avec un antlg§ne d'int6r§t 

Les conditions g6n§rales des proc6d6s de fabrication d'une 
composition cellulaire imntiunogSne ci-dessus sont par ailleurs identlques S 
celles utilisees pour le precede de maturation de cellules dendritiques qui a 
6te decrit precedemment / 
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L'homme de Tart peut 6galement se r§f§rer aux exemples du pr6sent 
brevet dans lesquels sont donn6s tous les details de preparation d'une 
composition cellulaire immunogene selon rinvention. 

Uinvention a egalement pour objet une composition cellulaire 
5 immunogene, caracterisee en ce qu'elle comprend une population de cellules 
dendritiques matures charg6es avec Tantigdne d'int6ret obtenu par les 
precedes pour sa fabrication qui sont decrits ci-dessus. 

Les cellules dendritiques matures charg6es avec I'antig^ne dMnter§t 
sont caract§risees en ce qu'elles expriment les molecules de classe I et de 
10 classe II du CMH, ainsi que les marqueurs specifiques des cellules 
dendritiques matures CD40, CD80 et CD86. De plus, ces cellules pr6sentent 
d leur surface des fragments peptidiques de Tantigene d'int6r6t a I'encontre 
duquel une r6ponse immunitaire est recherchee 

Uinvention est egalement relative ^ une methode pour immuniser un 
15 organisme humain ou animal Si rencontre d'un antig6ne d'int§r§t, laquelle 
methode comprend une etape au cours de laquelle on administre d Tindividu 
une composition cellulaire adjuvante telle que definie cl-dessus, 
prealablement, simultan6ment, ou post6rleurement a une 6tape 
d*admlnistrat!on de Tantig^ne d'int6r§t 
20 Uinvention a Egalement pour objet une methode pour immuniser un 

organisme humain ou animal ^ Tencontre d'un antigene d'interet, laquelle 
methode comprend une etape au cours de laquelle on administre a Tindivldu 
une composition cellulaire immunogene selon invention. 

25 La presente invention est en outre illustree par les exemples suivants : 

EXEMPLES : 

A. MATERIEL ET METHODES 

A.1 Preparation des ad6novirus (Ad) et des protelnes de capside 
d'ad6novirus (Ad), y comprls des composes peptidiques adjuvants selon 
30 rinvention. 

L'ad§novlrus Ad5E1 est un ad§novlrus de serotype 5 d6fectif pour la 
replication et d6let6 d la fols dans les regions precoces E1 et E3. 
L'adenovirus Ad5 El"* porte des protelnes fibres de type sauvage (WT) 
(Molinier-Frenkel et aL, 2002). 
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L'adenovirus AdSErA knob, mutant de deletion pour la prot6lne fibre, 
est d6rlv§ de l'adenovirus AdSEI" par I'insertion d'un codon stop "opale » 
dans le gene codant la fibre, en aval du signal de trim^risation extrinsdque 
contenu dans la tige de la fibre (Magnusson et al., 2001 ; Hong et al., 2003). 

La fibre r§sultante est d§pourvue de la totalite du domalne tete 
(« knobless ») et contient seulement le domaine queue ainsi que les sept 
motifs r6p§tes de I'extr6mit§ N-terrninale de la tige, c'est-^-dire les residus 
d'acides amines 1 a 157 de la proteinj3 fibre. 

La figure 1 pr6sente la stmcture schematique des fibres des 
adenovirus AdSEI" et AdSErA knob. Les virions AdSEI" et AdSErA knob 
ont ete Isolds par ultracentrifugation isopycnique dans un gradient continu de 
chlorure de cesium (Molinier-Frankel et al., 2002). Les protSines de capside 
Hexon (d6signes de manl6re abrSg^e « Hx ») et les capsomferes de penton 
(dSsign^s de manidre abr6g§e « Pn », pour la combinalson penton base + 
fibre ) ont et§ isol6s ^ partir de, cellules HeLa Infect6es avec l'adenovirus de 

serotype 5 sauvage WT AdS. 

Les proteines penton-base (aussi designees « Pb »), fibre (auissl 

designees « Fi ») et domaine tete de la fibre de {'adenovirus sauvage' de 

serotype 5 ont ete isoiees sous la fomne de proteines recomblnantes a p^rtlr 

de cellules Sf9 infectees par un baculovlrus. 

On a egalement analyse quatre proteines fibres de l'adenovirus ^dS 

TOutees, portant des deletions de longueur variable dans le domaine. tete 

(Santis et al., 1999), respectivement les proteines mutantes designees 

FiA402-480, FiAHI. FiAEF etFiALT485 - 486 sur la figure 6B. Ces proteines. 

fibres mutees ont ete produites sous la forme de proteines recomblnantes 

dans les cellules Sf9. 

Les proteines d'adenovfrus ont ete purlfiees selon un protocote decrit 

par MoIlnierrFrenkel et al. (2002), Karayan et al. (1994) et Novell! et al. 

(1991). Brievement, les proteines d'adenovirus ont ete purifiees par un 

precede coniprenant les trois etapes suivantes : 

(i) precipitsitloh au sulfate d'ammonium, 

(ii) chromatographie liquide haute performance d echange d'anions et 

(iii) etape de cohcentration-ultrafiltration ^ I'aide de membranes de 
concentration ayant un seuii de coupure de 100 kDa. 

/ 
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Les §chantillons de proteines ont 6t6 analyses par les techniques 
classiques d'6lectrophor§se sur gel de SDS 12%-polyacrylamide (Molinier- 
Frenkel et al., 2002) et d'Immuno-empreinte (Karayan et a!., 1994). 

On a test§ la presence possible d'endotoxines dans les preparations 
5 de protelne et d'adenovirus, en utilisant le test de lysat d'amoebocyte du 
Limulus polyphemus (E-TOXATE® ; sigma). en utilisant comme temoin 
standard le lipopolysaccharide (LPS) de E. coli du serotype 055 : B5. 

La concentration d'endotoxine dans les differents lots de proteines n'a 
jamais depasse 30 pg/ml aux doses utilis6es pour la stimulation des cellules 
10 dendritlques. A cette concentation, les echantillons de protelne Hx n'ont 
jamais Induit la maturation des cellules dendrltiques a un niveau superieur au 
bruit de fond des cellules dendritlques non stimul§es (voir figure 2). Les 
virions d'ad§novlrus purifies sur gradient de CsCI 6talent totalement exempts 
de contamination detectable par I'endotoxlne. 

15 

Obtention et culture des cellules dendrltiques. 

Le proc6d6 a 6t6 adapt§ ^ partir de la technique d6crlte par 
Mayordomo et al. (1995). Des cellules de moelle osseuse de souris C57BL/6 
(Ha"), (Harlan, Gannat, France) d§pletees en lymphocytes ont 6t6 cultiv6es 

20 pendant une nuit dans un milieu de culture complet (RPMI 1640 addltionn6 
de 10% de s6rum de veau foetal (FCS), 2 mM L-glutamine, 50 pM- 
mercaptoethanol, 100 U/ml de p§nicilline, 100 pg/ml de streptomycine ). Les 
cellules non adherentes ont 6t6 prelevees et remises en suspension dans du 
milieu de culture complet en presence de 1000 U/ml de GM-CSF 

25 recombinant (rGM-CSF, R&D System, Mineapolls, Minnesota) et 100 U/ml 
d'IL4 recomblnante (rlL4, R&D System). Le milieu de culture a ete remplac§ 
au jour 4. Au jour 6, des fractions allquotes des cellules non adherentes ont 
6t6 remises en suspension d la densite de 3x10®/ml dans du tampon PBS 
contenant 1% de FCS. Les cellules ont ensulte 6t6 Incub6es pendant une 

30 heure 3 37°C (I) sans (cellules dendritlques non stlmul§es ; NS-DC), ou (ii) 
avec des composants de capslde d'Ad5. ou (III) avec des fractions 
chromatographiques conrespondantes obtenues a partir des extralts de 
cellules Sf9 infectees avec un vecteur de baculovlrus vide (cellules 
dendrltiques stimulees par le vecteur vide ; MS-DC), comme cela est indlqu6 

35 dans les I6gendes des figures. 
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Apres une heure d'incubatlon, la concentration cellulaire a 6t6 ajust6e 
^3x10® cellules par ml avec du milieu complet addltlonn6 de GM-CSF. Des 
cellules t6moins ont 6te incub6es avec 1 ng/ml de LPS de E.coli (sigma). 

Au Jour 8, les cellules ont et6 r6cup6rees et analys6es par des 

5 techniques de cytom§trie de flux, de reactions mixtes lymphocytaires (MLRs) 
et des techniques d'immunisation. Au Jour 8, les surnageants de culture ont 
et6 recueillis. Pour les experiences decrites et illustr^es dans la figure 4A, les 
cellules dendritiques ont 4t6 purifi^es en utilisant des billes magnetiques 
conjugu§es avec un anticorps monoclonal anti-CD11c de souris (Miltenyi 

10 Biotech). 

Les cellules dendritiques ont et§ Iav6es dans du tampon PBS 
contenant 1 % de PCS. Apres incubation avec un anticorps anti- 
FCII/II1R(2.4G2 ; Pharmingen), les cellules ont §t6 Incub^es avec des 
combinaisons varices des anticorps monoclonaux sulvants (toUs 

15 commercialis6s par Phamningen) : anti-I-A" (AF6-120.1) et anti-CD40(3/23), 
conjugues a PE anti-CD11c {y\L3) et anti-CD80(16-10A1) conjugu6s ^ FITC, ; 
anti-H2-p'*(28-8-6) et anti-CD86(GL1 ) biotinyl6s + streptavidirjp-PerCP 
(Becton Dickinson). On a aussi utilise les anticorps mohoclbnaux ^|e souris 
anti-fibre-queue (4D2.5 ; HONG et al., 1997). Pour la coloration du,r(§cepteur 

20 CAR, des cellules dendritiques au Jour 6. des cellules de la ligpee CHO 
(ATCC n" CCL-61) et des cellules de la Iign6e Hela (ATCC n''CCL-2) ont §te 
marquees avec un anticorps monoclonal provenant d'ascite E1.1 anti-CAR, 
ainsi qu'avec un ascite temoin. Une centre coloration a et^ r6alis6e en 
utilisant des IgG anti-souris de rats biotinyle et un conjugue streptavldine-PE. . 

25 Les analyses en cytometrie de flux ont §te r§alis6es sur un appareil 
FACSCalibur (Becton Dickinson). 

A.3 Tests fonctionnels in vitro 

Pbur les reactions mixtes lymphocytaires (MLRs), des cellules 

30 dendritiques au Jour 8 ont 6t§ distributes § des doses croissantes dans des 
puits de culture et co-cultiv§es pendant 4 jours avec des fractions aliquotes 
de spltnocytes purifies CD4* (2 x 10^ cellules/puits) allog6niques (Balb/c, 
H2**). La prolif6ration des* cellules T- CD4* a ete mesuree par incorporation de 
^H-thymkJIne (1 pCI/pults) pendant les derni^res 18 heures de I'ttape de co- 

35 culture. Pour la mesure de la production d'IL12 et de tNFa. les surnageants 
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de culture des cellules dendritlques au Jour 8 ont §t6 test6s en utillsant les 
kits ELISA IL12p70 etTNFa (Pharmingen). 

A.4 Peptides 

5 Le peptide 33-41 de la glycoprot§ine du LCMV (KAVYNFATM), et le 

peptide 366-374 de la nucleoproteine du virus de I'influenza (ASNENMETM), 
qui sont designes de mani^re abregee respectivement GP33 et NP366, sont 
commercialises par la Soci§te NEOSYSTEM (Strasbourg, France). 

10 A.5 Essais d'immunisa tion et tests de reiet des splenocvtes marauds an 
CFSE. 

Des sourfs 0578176 ont et6 immunisees de maniere sous-cutan6e 
(s.c.) dans le flanc avec 2,5x10^ cellules dendritiques matur^es en presence 
des dlff6rents composants de capslde de Tad^novirus, puis charg^es avec 

15 GP33 ou NP366 (10-«M). DIx jours apr§s. les sourls ont re9u une Injection 
intravelneuse de 3x10^spl6nocytes syng^niques marqu6s avec le colorant 
fluorescent 5-6-carboxyfluoresceln dlac6tate succinimldyl ester (CFSE ; 
IVIolecular Probes) comme d6crit par OEHEN et al. (1997). Le pourcentage 
de cellules donneuses CFSE"" au sein des. splenocytes ou des lymphocytes 

20 du sang periph§rique (PBLs) receveur a ete d6temiin6 en utillsant une 
analyse de cytometrie de flux (FACS). Le rejet des cellules du donneur a §t6 
calcule en utilisant la formula suivante : 

[ratio du % de cellules CFSE* dans les souris immunisees / % de cellules 
CFSE* cliez les souris nafves] x 100. 

25 

A.6 Tests ELlSPOT-IFNv. 

Des microplaques de nitrocellulose (Millipore) ont et6 recouvertes 
avec un antlcorps de rat antl-IFNy de souris (R4-6A2 ; Pharmingen), puis les 
puits ont 6te Iav6s et satur6s avec du milieu complet. Des fractions aliquotes 

30 de splenocytes fraTchement lsol6s (1 0^ cellules/puits), ou de lymphocytes du 
sang p6ripherique (PBLs) fraTchement lsol6s (2 x 10^ celluies/pults), en 
triplicats, ont 6t6 ajoutees aux puits de culture dans du milieu complet 
contenant 30 U/ml de IL2 recombinant humaine (hrlL2, Boehringer) et 10"® M 
des peptides GP33 ou NP366. Apr§s une culture de 20 heures in 37X, les 

35 cellules secretant de I'IFN-y formant des spots (SFC). Les cellules sont 
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compt6es selon la technique d6ciite par Molinler-Frenkel et al. (2002). Les 
valeurs obtenues avec le peptide NP366 ont et6 soustraltes de la moyenne 
des valeurs des tests en tripllcats obtenus avec le peptide GP33. 

5 A.7 Tests de cytotoxicity 

Des splenocytes de souris immunis6es avec les cellules dendritiques 
ont et6 cultives pendant 4 jours avec 10"® M de peptide GP33. Ces cellules 
ont ensuite et§ testees en duplicat ^ differentes quantit^s de cellules 
effectrices pour une quantity fixe de cellules cibles EL-4 marquees au ^^Cr 

10 (10"^ pCi par cellule) qui ont §t§ Incub6es avec le peptide GP33 ou NP366. 
Apres une culture de cinq heures a 37°C, les sunnageants de culture ont §t6 
recueillis et la radioactivity a 6t6 mesuree k I'alde d'un appareil du type Top- 
Count (Packard Instruments). Dans les §chantlllons t6moins, les cellules EL4 
cibles ont §ty incub^es avec le milieu seul afin de d6tenininer le. niveau de 

15 relarguage spontan§ . de *^Cr, et avec 2% de bromure 
d'alkyltrim6thyIammonium (Sigma) afin de d6tenminer le relarguage total de 
^^Cr. 

B.RESULTATS 

EXEMPLE 1 : Effet des composants de capside isoles de l'ad6novirus". 
20 de serotype 5 (Ad5) sur le phenotvpe des cellules dendritiques, 

Des cellules dendritiques immatures ont ete incubees avec les; 
capsom^res penton (Pn) ou hexon (Hx) qui ont ete purifi6es ^ partir de 
cellules HeLa infectees avec Ad5. La majorite des cellules dendritiques 
stimulees avec Hx presentait un faible niveau de ph§notype mature, compare 

25 aux cellules dendritiques non stimulees (NS-DC), avec une faible expression 
des molecules de classe 11 du CMH, et les molecules CD40, CD80 (B7.1) et 
CD86 (B.7.2) , comme cela est montr§ sur la figure 2A. Au contraire, les 
cellules dendritiques stimulees avec le penton (Pn) ont exprim6 massivement 
un ph6notype mature , similaire au ph6notype observ6 pour les cellules 

30 dendritiques stimulees par le LPS, avec. un haut niveau d'expression des 
differents marqueurs, comme cela est illustre sur la figure 2A. 

Du.fait que le capsom6re Pn d"adenovlrus est constitu6 de deux 
entit6s structurelles, respectivement le penton base (Pb) et la fibre (Fi), les 
experiences sulvantes ont ete mises au point afin de determiner laquelle de 

/ 
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ces deux prolines constitutives. respectivement Pb ou Fi 6tait responsable 

de la maturation des cellules dendritlques. 

Les cellules dendritlques ont et6 ensuite stimulees avec des prot6ines 

recombinantes Pb ou Fi isolees ^ partir des extralts de cellules d'insectes Sf9 
5 lnfect6es. Les proteines recombinantes completes Pn et Hx ont 6t6 utllis6es 

en tant qu'echantillons temoins. 

Les resultats obtenus indiquent que la prot^ine FI suffit a reproduire la 

totalite de I'effet stimulant produit par les capsomeres Pn, alors que la 

prot^ine Pb seule n'induit aucun effet detectable sur la maturation des 
10 cellules dendritlques. comme cela illustr6 sur la figure 2B. 

EXEMPLE 2 : Role du domaine t§te de la fibre dans la maturation des 
cellules dendritlaues par Tadenovirus et par la proteine fibre. 

Comme cela est mentlonne cl-dessus, la fibre d'ad^novlrus comprend 

15 trois domaine structurels, respectivement. de son extr§mit6 N-temninale vers 
son extr6mite C-terminaie. la queue (« tail ») ia tige (« schaft ») et la t&te 
(« knob »). Le domaine t6te a §t6 exprlm6 sous la forme d'une proteine 
recombinante, selon les techniques d6crites par NOVELLI et al. (1991) et par 
Hong et al. (1997). Les cellules dendritlques qui ont 6te incub6es avec le 

20 domaine t§te de la fibre ont exprim^es un ph^notype mature, similaire ^ celul 
observe avec les cellules dendritlques stimul6es avec la proteine fibre Fi 
complete, comme cela illustr6 sur la figure 3A. 

Les cellules dendritlques stimulees avec le domaine t§te de la fibre 
sent capables d'lnduire fortement la proliferation de cellules T CD4* 

25 allogeniques dans un essai de reaction lymphocytaire mixte (MLR) comme 
cela est lllustre sur la figure 3B. De plus, le degr6 de maturation des cellules 
dendritlques varle en fonction des concentrations crolssantes de prot6ine du 
domaine t§te de la fibre (figure 3B). 

A la dose maximale de protSlnes de domaine t§te utllis^e (0.5 pg). les 

30 cellules dendritlques stimul6es par le domaine t§te stimulent des cellules T 
CD4* allogeniques plus efficacement que les cellules dendrltiques temoins 
non stimulees (NS) ou les cellules dendritlques stimulees avec la proteine 
Hx. 

Cependant. aucun effet detectable n'a 6t6 obtenu avec la dose de 
35 0,02 pg de proteine tdte. De maniere int6ressante, la valeur de reaction 
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lymphocytaire mixte (MLR) pour la dose de 0,2 jjg de pratelne t§te 6talt 
similalre k la valeur obtenue avec une dose de 1 |jg de prot6ine fibre. Ce 
r6sultat €fst compatible avec le fait que la quantlte de protelne de t§te 
pr6sente dans un echantillon de 0,2|jg de prot^ine t§te correspond 
5 grossierement a la quantity de protelne t§te contenue dans un echantillon de 
1|jg de proteins fibre. La prot^ine t§te a induit 6galement la secretion d'IL-12 
et de TNFa de manlere dose-d6pendante, comme cela est illustre sur la 
figure 3C. 

On a ensuite cherche k savoir si le domaine t0te 6tait capable de 
10 cibler directement les cellules dendritiques et d'induire leu r maturation, sans 
\a participation de cellules interm^diaires. Dans ce but. des cellules CD11c* 
ont §t6 purifiees en utilisant des billes magnetiques recouvertes d'anticorps 
antl-CD11c, les cellules. CD 11c* purifiees ayant ete utilisees pour des tests 
de maturation. Bien que les cellules dendritiques non stlmul6es soient 
15 capables d'augmenter I'expresslon des molecules du CMH et des molecules 
co-stlmulatrlces, les cellules dendritiques stimul^es avec le domaine tSte-- 
expriment un ph6notype signrficativement plus mature que les cellules ^ 
t§molns (figure 3A). 

De plus, on a montr6 que la prot6ine Fl recombinante 6tait capable de ... 
20 se fixer sur les cellules dendritiques immature^, avec 63% de cellules..». 
positives au jour 6 de culture (figure 3B). Dans cette experience, la prot6ine \ 
Fi liee aux cellules a §t6 detectee en utilisant un antlcorps monoclonal anti- 
queue, ce qui implique que l'6pitope contenu dans la queue etait accessible^ 
et ce qui sugg§re que I'attachement de la proteine Fi ^ la surface cellulaire 
25 s'est realisee via le domaine t§te. Ces resultats sugg^rent foftement que les 
. cellules dendritiques constituent les cibles directes du domaine tete de la 
proteine fibre de Tad^novlrus. 

Afin de detemniner si I'efl'et du virion Ad5 sur I'actlvation des cellules 
dendritiques etait aussi directement realise par rinteninediaire du domaine 
30 t§te de la fibre, on a r§alis6 des experiences comparatives en utilisant (ii) le 
vecteur AdSEI", un vecteur Ad5, portarit des projections de fibre Fi sauvage 
(WT) ou (ii) le vecteur AdSErA knob, un vecteur Ad5 depourvu du domaine 
t§te. Lors de I'incubation avec le vecteur AdSEI", on a observe une 
augmentation de I'expression des marqueurs de maturation des cellules 

/ 
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dendritiques (figure 3C). comme cela 6talt attendu au vu des observations 
anterleures de Hirshowitz et al. (2000) et de Morelll et al. (2000). 

En utilisa'nt des doses identiques des particules du vecteur AdSEI'A 
knob, on a montre que les cellules dendritiques exprlmalent un phenotype 
5 significatlvennent moins mature qu'aprds incubation avec le vecteur AdSEI " 

Ces r6sultats confirment que le domaine t§te de la fibre est le facteur 
stimulant commun de tous les composants viraux actifs, et que le domaine 
tete porte la majorite des determinants responsables de la stimulation des 
cellules dendritiques murines observ6es avec les virions Ad5, le capsomere 
10 complet Pn, la protelne fibre complete, et la prot6ine recombinante du 
domaine tSte de la fibre lsoI6e. 

EXEMPLE 3 : Absence de fixation du domaine tete de la Drot6ine fibre 
d'ad6novirus au r6ceDteur CAR. 

15 Dans la Iitt6rature. on a largement montr6 que les cellules dendritiques 

n'expriment pas le r6cepteur CAR. 

Cependant, on a analyst, par cytom6trie de flux (FACS) I'expression 
de cette protelne cruciate pour la fixation du domaine t§te sur les cellules 
dendritiques differenci§es. dans les conditions de culture ufilis6es.dans le 

20 pr6sent travail. 

On a utilise, comme t§moin positif, des cellules HeLa qui sont connues 
pour exprlmer environ de 10.000 ^ 30.000 molecules CAR/cellule. et des 
cellules de la lignee CHO en tant que t^moin n^gatif. 

On n'a pu detecter aucune expression de CAR au-dessus du bruit de 

25 fond des ascRes t§moins sur les cellules dendritiques immatures recueillles 
avant stimulation, en d6pit d'une coloration hautement specifique des cellules 
HeLa, comme cela est illustr§ sur la figure 5A. 

On a realise des tests afin de determiner si le mecanisme de 
stimulation des cellules dendritiques par le domaine t§te impliqualt une 

30 penetration effective de {'adenovirus et une expression de ce g6ne. On a 
utilise un vecteur adenoviral de serotype 5 codant une proteine « Enhanced 
Green Fluorescent Protein » (EGFP) d deux valeurs d'indice d'infection 
(MOI) 10.000 et 30.000. Comme cela est illustre sur la figure 4C. un Indice 
MOI de 10 000 particules virales par cellule induit un effet une maturation 

35 efflcace des cellules dendritiques. Cependant, une expression significative 
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de la prot^ine fluorescente EGFP par les cellules dendrltiques n'a 4t§ 
observ6e qu*§ la dose de 30 000 partlcules par cellule (figure 4C), ce qui 
indique un faible degr6 de permlssivite d I'infection par I'ad^novirus des 
cellules dentritiques. 

EXEMPLE 4- Cartographie de la region du domaine tete de la oroteine 
fibre responsable de la maturation des cellules dendritigues. 

On a test6 I'lnduction de la maturation des cellules dendrltiques avec 
quatre nnutants de proteine fibre de I'adenovirus Ad 5 portent des deletions 
dans le domaine me (figures 6A et 6B). La d§l6tlon presente dans la 
prot§ine fibre recombinante A402-481 recouvre la boucle peptidique AB, les 
feuiliets p B et C, la boucle peptidique CD ainsi que la partie N-terminale de 
la bouche peptidique DG. La prot§ine fibre recombinante mut6e FIAHI est 
seulement d6pourvue de la boucle peptidique HI. Deux autres prot6ines Fi 
mut6es recombinantes, respectivement FiAEF et FIALT485-486, portent des 
d6l6tions dans la region courte du double feuillet p anti-paralldle EF (FiAEF),"^ 
ou une deletion des deux r6sldus d'acides amines 1485 et T486 qui fomnent,. 
le feuillet pF (FiALT485-486) (voir Kirky et al.. 2000 et XIa et al., 1 993). . ^ 

Les proteines Fi mut^es FiAEF et FiALT 485-486 se .pr§sentent sous^. 
la forme de fibres trimeriques, alors que les proteine Fi mutees FiA402-481., 
et AHi sent d^ficientes pour la trim^risation de la fibre (voir Santis et al. 
1999). . ' 

On a compare Tactivite de maturation des cellules dendrltiques du 
domaine tete sauvage (WT) et des proteines fibres mutantes decrites dans la 
figure 6B, dans un test de reaction lymphocytaire mixte (MLR). 

On a utilise quatre fois moins de domaine t§te sauvage (WT) que de 
prot§ine fibre mut^e, pour stimuler les cellules dendrltiques, afin d'avoir dans 
tous les essais approximativement la mdme quantity de domaine t§te. 

Comme cela est illustr6 sur la figure 6C, le mutant FiAHi a conserve la 
totalite de Pactivite de maturation des cellules dendrltiques port^es par le 
domaine. t§te sauvage, ce qui implique que la boucle peptidique Hi distale 
ainsi que la structure sous fonne de trim§re du domaine t§te ne sent pas 
requis pour I'lnduction de la maturation des cellules dendrltiques. 

Les trois autres proteines fibre mutees, respectivement FiA402-481, 
FiAEF et FIALT 485-486 n'ont pas induit de maturation des cellules 
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dendritiques, ce qui suggSre que la region en double feuillet p antl-parallele 
EF. et plus sp6ciflquement le feuillet p court F, est Indispensable pour I'effet 
de maturation des cellules dendritiques. 

Pour une Evaluation de I'effet in vivo, on a compart les cellules 
dendritiques stimulees avec le domaine tete de la proteine fibre avec des 
cellules dendritiques stimulEes avec d'autres composants de I'ad^novirus, 
pour leur efficacite dans I'inductlon d'une reponse cellulaire T CDS* 
speclfique du peptide GP33 derive de la glycoprot6ine du LCMV, qui est 
restreint a I'haplotype H2 D**. 

On a utilise le colorant vital fluorescent CFSE afin de suivre facilement 
la presence des splenocytes transf6r6s de mani§re adoptive par analyse de 
cytom§trie de flux et par contrdle de leur Elimination par les cellules T CDS* 
spEcifiques induites par I'lmmunisation par les cellules dendritiques. 

Comme cela est iilustrE sur la figure 7A, la population de cellules de 
rate marquEes au CFSE et charg6es avec le peptide GP33 a dIminuE en 24 
heures dans le sang de toutes les souris immunisEes avec les cellules 
dendritiques stlmul6es par les protElnes Pb, Hx, ou la prot6lne du domaine 
tdte de la fibre et mis en contact avec le peptide GP33. 

Cependant, un rejet des cellules signiflcativement plus raplde a 6t§ 
observe ciiez les souris traitEes avec les cellules dendritiques stimulEes avec 
le domaine t§te de la fibre, avec une vitesse de rejet similaire ^ celle 
obsen/6e chez les souris immunisEes avec le peptide GP33 EmulsifiE dans 
de I'adjuvant incomplet de Freund (IFA). La courbe de rejet des cellules chez 
les souris immunisEes avec les cellules dendritiques stimulees avec le 
domaine tete de la fibre est chargEe avec le peptide NP366 est identique a la 
courbe observEe chez les souris immunisees avec les cellules dendritiques 
chargEes avec le peptide GP33 et mises en presence de Pb ou Hx, ou 
encore non-stimul6es. 

Comme cela est lllustrE sur la figure 7A, les cellules dendritiques 
maturEes avec le domaine t§te de la fibre sent dix fois plus efficaces pour 
induire le rejet des splenocytes syngEnlques que les cellules dendritiques 
stimul6es par les autres composants d'adenovims, comme cela est sugg6r6 
par la comparaison des effets obtenus en immunlsant avec 3x1 0'* cellules 
dendritiques stimul6es par le domaine t§te, d comparer avec les effets 
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obtenus aprds rimmunisation avec 2,5 x 10® cellules dendritlques stimul6es 
avec Hx et Pb. 

Comme cela est illustr§ sur la figure 7A, I'analyse des cellules CFSE* 
dans les rates des sourls receveuses, 10 jours apr^s le transfer! adoptif, ont 

5 fourni des r6sultats encore plus slgnlfiqatifs. 5% des cellules CFSE* ont 
persiste chez les souris immunls^es avec des cellules dendritlques stimul^es 
par le domaine t§te de la fibre, alors que les cellules CFSE* representent 
respectivement 72% et 60% des cellules CFSE* initiates chez les souris 
immunis6es avec des cellules dendritlques stimulees respectivement par les 

10 proteines Pb et Hx. 

Dix jours apres le transfert adoptif des spl§nocytes marqu§s au CFSE 
(ce qui correspond au Jour 20 apres rimmunisation par les cellules 
dendritlques), on a determine le nombre de cellules T CDS* secretant I'lFNy 
en r6ponse au peptide GP33 en nfealisant des tests ELISPOT ex vivo. 

15 Comme cela est illustrS sur la figure 7B, on n'a pas observe 

d'lnduction significative de cellules T sp6clfiques du peptide GP33 chez les. 
souris immunlsees avec les cellules dendritiques stimulees aveC; les 
proteines x ou Pb, puis Oharg^es avec le peptide GP33 et. nl chez les souris 
immunls§es avec les cellules dendritiques stimulees avec le domaine t§te de 

20 la fibre et charg^es avec le peptide NP366. 

En revanche, on a detects un nombre signlficatif de cellules f 
secretant IMFNy ^ la fois dans la rate et dans le sang des souris immtinis^es 
avec des cellules dendritiques matur§es avec le domaine t§te de la fibre et 
charg6es avec le peptide GP33. 

25 De manidre interessante, il existe une correlation entre induction de 

la reponse cellulaire T specifique du peptide GP33 et le nombre de cellules 
dendritiques stimulees par le domaine t§te de la fibre qui ont 6te utilisees 
pour rimmunisation. 

En particuller, on n'a d6tect§ aucune reponse apres immunisation 

30 avec 3 X 10* cellules dendritiques . stimulees avec le domaine t§te et 
charg^es avec le peptide GP33,' en d6plt de I'observation du rejet des 
cellules QFSE*, 

On a ensulte test6 Tactivlt§-cytotoxique de cellules de rate restimulees 
in vitro, mais on n'a observe aucune activity cytolytlque specifique chez les 
35 souris immunis6es avec 3x10"* cellules dendritiques rfon stimul6es (NS-DC). 
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En revanche, comme cela est illustr6 sur la figure 7C, on a montr6 que les 
cellules effectrices obtenues avec les cellules dendritiques stinnul6es par le 
domaine t§te de la fibre §taient capables de lyser les cellules EL4 charg6es 
avec le peptide GP33 avec une grande efficacit6. 

5 

CONCLUSIONS 

Les r6sultats present6s dans les exemples montrent que I'effet du 
domaine t§te de la proteine fibre sur (a maturation des cellules dendritiques 
depend de I'integrite et de la stmcture du feuillet p F (residu d'acide amin§ en 
10 position 485 et 486 de la prot6lne de fibre complete), mais ne depend pas 
d'autres structures du domaine t§te, telle que la bouche peptidique HI. De 
plus, les r§sultats des exemples montrent que ractivit^ de maturation des 
cellules dendritiques induite par le domaine tgte de la protdine fibre de 
I'ad^novlms ne requlert pas que le domaine t§te se presente sous la forme 
1 5 d'une structure trimerlque. 

Le demandeur a §galement montr6, blen que ces rSsuttats ne soient 
pas present6s dans les exemples ci-dessus, une activit6 de maturation par 
stimulation des cellules dendritiques avec un vecteur d'adenovirus portant 
des fibres chlmeres constituees d'une partie queue et d'une partie tige de 
20 I'adenovirus de serotype 5 et du domaine tete de I'adenovirus de serotype 3. 
Ces dernlers r§sultats montrent que les molecules de surface des cellules 
dendritiques sont capables de reconnaitre des domaines tete d'adenovirus 
qui sont pourtant distants d'un point de vue phylogenetique. 

Ces resultats montrent aussi que I'interaction entre le domaine t§te 
25 d'un adenovirus et !a surface embryonnaire des cellules dendritiques 
implique vraisemblablement des structures peptidiques secondaires 
conserv^es, plutdt que ces r^sidus d'acides amines individuels conserves 
dans le domaine tdte. 
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REVENDICATIONS 

1 . Compose peptidique adjuvant de rimmunit6 consistant en : 

- un polypeptide (i) comprenant une sequence d'acides amines de 30 
acides amines de longueur contenue dans le domaine « t§te » de la 
proteine « fibre » de la capside d'un ad§novims, ladite sequence d'acides 
amines comprenant I'enchatnement d'acides amines formant la structure 
en double feuillet p designee « EF » contenue dans iedit domaine 
« tete » ; ou 

- un peptide (ii) analogue dudit polypeptide (i) dont la sequence en acides 
amines comporte, par rapport a la sequence dudit polypeptide (i), au 
moins une substitution ou au moins une delation d'un acide amine, Iedit 
peptide analogue conservant ladite structure en double feuillet p designee 
« EF ». 

2. Compos6 peptidique adjuvant selon la revendlcation 1, caract6rls6 en ce 
que. pour le polypeptide (i), I'enchaTnement d'acides amines formant la 
structure en double feuillet p designee «E F » contenue dans le domaine 
« t§te » de la proteine « fibre » de la capside d'un adenovirus est localise 
approximativement au centre de la sequence d'acides amines dudit 
polypeptide. 

3. Compost peptidique adjuvant selon I'une des revendications 1 ou 2, 
caracterise en ce la longueur du polypeptide (i) est d'au plus 220 acides 
amines. 

4. Compost peptidique adjuvant selon I'une des revendications 1 a 3, 
caract§rlse en ce que, pour le polypeptide (i), I'adSnovjms est un adenovirus 
humain. 

5. Compose peptidique adjuvant selon la revendlcation 4. caract6ris6 en ce 
que I'adenovlrus humain est cholsl parmi les adenovirus des sous-groupes B 
ou C. 
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REVENDICATIONS 

1 . Compost peptldique adjuvant de rimmunite consistent en : 

- un polypeptide (i) comprenant une sequence d'acides amines de 30 
5 acldes amines de longueur contenue dans le domalne « t§te » de la 
prot§ine « fibre » de la capside d'un ad6novirus, ladite sequence d'acides 
amines comprenant renchaTnerinent d'acides amines fomriant la structure 
en double feulllet p d6slgn6e << EF » contenue dans ledit domalne 
« t§te » ; ou 

10 - un peptide (ii) analogue dudit polypeptide (I) dont la sequence en acldes 
amines comporte, par rapport ^ la sequence dudit polypeptide (i), au 
molns une substitution ou au moins une deletion d'un acide amln§, ledit 
peptide analogue conservant ladite structure en double feuillet p d6sign6e 
. « EF ». 

15 

2. Compost peptidique. adjuvant selon la revendication 1, caract6ris6 6n ce 
que. pour le polypeptide (1), I'enchaTnement d'acides amines formaht la 
structure en double feuillet p designee «E F » contenue dans le donlaine 
« t§te » de la prot6ine « fibre » de la capside d'un adenovirus est localise 

20 approximativement au centre de la sequence d'acides amines dudit 
polypeptide. 

3. Compost peptidique adjuvant selon Tune des revendicatlons . 1 ou 2, 
. caracterise en ce la longueur du polypeptide (I) est d'au plus 195 acldes 

25, amines. 

4. Compost peptidique adjuvant selon I'une des revendicatlons 1 d 3, 
caracterise en ce que, pour le polypeptide (i), rad6n6vinjs est un ad6novinjs 
humain. 

30 ■' ■ ... ■, '•/■ '■ ■ 

5. Compose peptidique adjuvant selon la revendication 4, caract6rise en ce 
que I'adenovirus humain est clicisi parmi les adenovirus des sous-groupes B 
ou C. 
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6. Compost peptidique adjuvant la revendication 4, caract6ris6 en ce que 
Tadenovirus humain est choisi dans le groupe constitu6 des adenovirus des 
serotypes 12, 18, 31. 3, 7, 11. 14, 16, 21, 34. 35, 1. 2. 5, 6, 8, 9. 10, 13, 15. 
17. 19. 20, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 32, 33, 36. 37, 38, 39, 42, 43, 
44, 45, 46, 47, 48, 49, 4. 40 et 41 . 

7. Compose peptidique adjuvant selon la revendication 4, caract6ris6 en ce 
que le polypeptide (i) comprend une sequence d'acides annines clioisie parmi 
les sequences suivantes : 

* la sequence debutant d Tacide amln§ en position 463 et se termlnant a 
Tacide amin6 en position 515 de la sequence SEQ ID N** 1. 

- la sequence d6butant a Tacide amine en position 195 et se terminant S 
I'acide amin6 en position 247 de la sequence SEQ ID N° 2. 

- la sequence debutant a I'acide amine en position 472 et se terminant a 
I'aclde amine en position 535 de la sequence SEQ ID N*" 3.. 

8. Compose peptidique adjuvant selon la revendication 1 , caract6ris6 en ce 
que le peptide analogue (ii) comprend de 2 a 10 substitutions ou deletions 
d'un aclde amine, par rapport a la sequence d'acides amines dudit 
polypeptide (i). 

9. Compose adjuvant selon Tune des revendications 1 ou 8, caracterise en 
ce que le polypeptide (i) ou le peptide analogue (ii) consiste en un 
polypeptide cyclique. 

10. Composition adjuvante de rimmunit§ comprenant un compose adjuvant 
selon Tune des revendications 1 § 9, en association avec au moins un 
excipient physiologiquement compatible. 

11. Conjugue immunogene constitu6 d'un compose peptidique adjuvant 
selon l"une des revendications 1 a 9, lie de mani6re covalente d un antigene 
a rencontre duquel une reponse immunitaire est recherch6e. 

12. Compos6 adjuvant selon Tune des revendications 1 a 9, ou conjugu6 
immunogene selon la revendication 11, pour son utilisation en tant que 
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prIncipe actif adjuvant d'une composition Immunogdne ou d'une composition 
vaccinale. 

13. Utilisation d'un compost adjuvant selon Tune des revendlcatlons 1 § 9, 
ou d'un conjugue Immunogdne selon la revendicatlon 11, pour la fabrication 
d'une composition immunog6ne ou vaccinale. 

14. Composition immunogene comprenant un compos6 adjuvant selon I'une 
des revendlcatlons 1 & 9, en association avec au molns un antlg6ne. 

15. Composition vaccinale comprenant un compost adjuvant selon I'une des 
revendications 1 S 9, en association avec au moins un antigene. 

16. Proc§d6 pour la maturation in vitro des cellules dendrltiques immatures 
humalnes ou animales. caract§rls6 en ce qu'il comprend les 6tapes 
suivantes : 

a) cultiver in vitro une population de cellules enrichie en cellules 
dendrltiques immatures humalnes ou animales, dans un milieu de culfajre 
approprle ; 

b) incuber les cellules cultiv6es a I'^tape a) avec un composant adjuvant 
selon i'une des revendications 1 & 9 ou avec une composition adjuvante 
selon la revendication 10, pendant une dur6e suffisante pour Induire la 
maturation des cellules dendrltiques. 

17. Population de cellules enrichie en cellules dendritiques matures, 
susceptible d'§tre obtenue par le procede selon la revendication 1 6. 

18. Coinposltion cellulairie adjuvante de I'lmmunite caract6risee en ce qu'elle 
comprend une population de cellules enrichie, en cellules dendritiques 
matures selon la revendication 17, , . 

19. Proc6de pour, fabriquer une composition cellulaire Immunogene, 
caract6rls6e en ce qu'il comprend" les 6tapes suivantes : 

/ 
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a) cultiver in vitro une population de cellules enrichie en cellules 
dendritiques immatures humalnes ou animales, dans un milieu de culture 
approprie ; 

b) incuber les cellules cultiv6es a Tetape a) avec un compos6 peptidique 
5 adjuvant selon Tune des revendications 1 a 9 ou avec une composition 

adjuvante selon la revendicatlon 10, pendant une duree suffisante pour 
induire la maturation des cellules dendritiques ; 

c) ajouter aux cellules cultiv6es a Tetape b) au moins un antigene a 
rencontre duquel une r^ponse immunitaire est recherch§e. 

10 

20. Proc§d6 pour fabriquer une composition cellulaire immunogene, 
caract§ris6e en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) cultiver in vitro une population de cellules enrichie en cellules 
dendritiques immatures humalnes ou animales, dans un milieu de culture 

15 appropri6 ; 

b) incuber les cellules cultiv6es d r6tape a) avec un conjugu6 
immunogene selon la revendication 11, pendant une duree suffisante pour 
induire la maturation des cellules dendritiques. 

20 21. Composition cellulaire immunogene, caract6ris6e en ce qu'elle comprend 
une population de cellules dendritiques matures charg6es avec Tantigene 
d'interet obtenue par le precede selon Tune des revendications 19 ou 20. 
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IiISTB DB SEQX7ENCES . 

<110> Institut National de la SantS et de la Recherche M 
Centre National de la Recherche Scientif ique 

<120> Nouveau compost adjuvant de 1 » immunity , compositions le 
contenant et precedes mettant en oeuvre ledit compos6 
ad j uvant 

<130> P336-PR 

<140> 
<141> 

<160> 3 

<170> Patentin Ver. 2,1 

<210> 1 
<211> 581 
<212> PRT 

<213> Adenovirus type 5 
<400> 1 

Met I*ys Arg Ala Arg Pro Ser Glu Asp Thr Phe Asn Pro Val Tyr Pro 
15 10 15 

Tyr Asp Thr Glu Thr Gly Pro Pro Thr Val Pro Phe Leu Thr Pro Pro 
20 25 30 

Phe Val Ser Pro Asn Gly Phe Gin Glu Ser Pro Pro Gly Val Leu Ser 
35 40 45 

Leu Arg Leu Ser Glu Pro Leu Val Thr Ser Asn Gly Met Leu Ala Leu 
50 55 60 

Lys Met Gly Asn Gly Leu Ser Leu Asp Glu Ala Gly Asn Leu Thr Ser 
S5 70 75 80 

Gin Asn Val Thr Thr Val Ser Pro Pro Leu Lys Lys Thr Lys Ser Asn 
85 90 95 

He Asn Leu Glu He Ser Ala Pro Leu Thr Val Thr Ser Glu Ala Leu 
100 105 110 

Thr Val Ala Ala Ala Ala Pro Leu Met Val Ala Gly Asn Thr Leu Thr 
115 120 125 

Met Gin Ser Gin Ala Pro Leu Thr Val His Asp Ser Lys Leu Ser He 
130 135 140 

Ala Thr Gin Gly Pro Leu Thr Val Ser Glu Gly Lys Leu Ala Leu Gin 
145 150 155 160 

Thr Ser Gly Pro Leu Thr Thr Thr Asp Ser Ser Thr Leu Thr He Thr 
165 170 175 

Ala Ser Pro Pro Leu Thr Thr Ala Thr Gly Ser Leu Gly He Asp Leu 
180 IBS 190 

Lys Glu Pro He Tyr Thr Gin Asn Gly Lys Leu Gly Leu Lys Tyr Gly 



195 200 205 

Ala Pro Leu His Val Thr Asp Asp Leu Asn Thr Leu Thr Val Ala Thr 
210 215 220 

Gly Pro Gly Val Thr lie Asn Asn Thr Ser Leu Gin Thr Lys Val Thr 
.225 230 235 240 

Gly Ala Leu Gly Phe Asp Ser Gin Gly Asn Met Gin Leu Asn Val Ala 
245 250 255 

Gly Gly Leu Arg He Asp Ser Gin Asn Arg Arg Leu He Leu Asp Val 
260 265. 270 

Ser Tyr Pro Phe Asp Ala Gin Asn Gin Leu Asn Leu Arg Leu Gly Gin 
275 280 285 

Gly Pro Leu Phe He Asn Ser Ala His Asn Leu Asp He Asn Tyr Asn 
290 295 300* 

Lys Gly Leu Tyr Leu Phe Thr Ala Ser Asn Asn Ser Lys Lys Leu Glu 
305 310 315 320 

Val Asn Leu Ser Thr Ala Lys Gly Leu Met Phe Asp Ala Thr Ala He 
325 330 335 

Ala He Asn Ala Gly Asp Gly Leu Glu Phe Gly Ser Leu Asn Ala Pro 
340 345 350 

Asn Ser Asn Pro Leu Lys Thr Lys He Gly His Gly Leu Glu Phe Asp 
355' 360 365 

Ser Asn Lys Ala Met Val Pro Lys Leu Gly Thr Gly Leu Ser Phe Asp 
370 375 380 

Ser Thr Gly Ala He Thr Val Gly Asn Lys Asn Asn Asp Lys Leu Thr 
385 390 395 400. 

Leu Trp Thr Thr Pro. Ala Pro Ser Pro Asn Cys Arg Leu Asn Ala Glu 
405 410 - 415 

Lys Asp Ala Lys Leu Thr Leu Val Leu Thr Lys Cys Gly Ser Gin He 
420. 425 430 

Leu Ala Thr Val Ser Val Leu Ala Val Lys Gly Ser Leu Ala Pro He 
435 440 445 

Ser Gly Thr Val Gin Ser Ala His Leu He He Arg Phe Asp Glu Asn 
450 455 460 

Gly Val Leu Leu Asn Asn Ser Phe Leu Asp Pro Glu Tyr Trp Asn Phe 
465 470 475 480 

Arg Asn Gly Asp Leu Thr Glu .Gly Thr Ala Tyr Thr Asn Ala Val Gly 
485 490 495 

Phe Met Pro Asn Leu Ser Ala Tyr Pro Lys Ser His Gly Lys Thr Ala 
500 505 510 

Lys Ser Asn He Val Ser Gin Val Tyr Leu Asn Gly Asp Lys Thr Lys 
515 520 525 



Pro Val Thr Leu Thr lie Thr Leu Asn Gly Thr Gin Glu Thr Gly Asp 
530 535 540 

Thr Thr Pro Ser Ala Tyr Ser Met Ser Phe Ser Trp Asp Trp Ser Gly 
545 550 555 560 

His Asn Tyr He Asn Glu He Phe Ala Thr Ser Ser Tyr Thr Phe Ser 
565 570 575 

Tyr He Ala Gin Glu 
580 



<210> 2 
<211> 319 
<212> PRT 

<213> Adenovirus type 3 

<400> 2 

Met Ala Lys Arg Ala Arg Leu Ser Thr Ser Phe Asn Pro Val Tyr Pro 
15 10 15 

Tyr Glu Asp Glu Ser Asn Leu Gin His Pro Phe He Asn Pro Gly Phe 
20 25 30 

He Ser Pro Asp Gly Phe Thr Gin Ser Pro Asn Gly Val Leu Ser Leu 
35 40 45 

Lys Cys Val Asn Pro Leu Thr Thr Ala Ser Gly Ser Leu Gin Leu Lys 
50 55 60 

Val Gly Ser Gly Leu Thr Val Asn Thr Thr Asp Gly Ser Leu Glu Glu 
€5 70 75 80 

Asn He Lys Val Asn Thr Pro Leu Thr Lys Ser Asn His Ser He Asn 
85 90 95 

Leu Pro He Gly Asn Gly Leu Gin He Glu Gin Asn Lys Leu Cys Ser 
100 105 110 

Lys Leu Gly Asn Gly Leu Thr Phe Asp Ser Ser Asn Ser He Ala Leu 
115 120 125 

Lys Asn Asn Thr Leu Trp Thr Gly Pro Lys Pro Glu Ala Asn Cys He 
130 135 140 

He Glu Tyr Gly Lys Glu Asn Pro Asp Ser Lys Leu Thr Leu He Leu 
145 150 155 160 

Val Lys Asn Gly Gly He Val Asn Gly Tyr Val Thr Leu Met Gly Ala 
165 170 175 

Ser Asp Tyr Val Asn Thr Leu Phe Lys Asn Lys Asn Val Ser He Asn 
180 185 190 

Val Glu Leu Tyr Phe Asp Ala Thr Gly His He Leu Pro Asp Leu Ser 
195 200 205 

Ser Leu Lys Thr Asp Leu Gin Leu Lys Tyr Lys Gin Thr Thr His Phe 
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210 215 220 

Ser Ala Arg Qly Phe Met Pro Ser Thr Thr Ala Tyr Pro Phe Val Leu 
225 230 235 240 

Pro Asn Ala Gly Thr Asp Asn Glu Asn Tyr He Phe Gly Gin Cys Tyr 
245 250 255 

Tyr Lys Ala Ser Asp Gly Ala Leu Phe Pro Leu Glu Val Thr Val Thr 
260 265 270 

Leu Asn Lys Arg Leu Pro Asp Ser Arg Thr Ser Tyr Val Met Thr Phe 
275 280 285 

Leu Trp Ser Leu Asn Ala Gly Leu Ala Pro Glu Thr Thr Gin Ala Thr 
290 295 * 300 

Leu He Thr Ser Pro Phe Thr Phe Ser Tyr He Arg Glu Asp Asp 
305 310 315 



<210> 3 
<211> 587 
<212> PRT 

<213> Adenovirus type 12 
<400> 3 . 

Met Lys Arg Ser Arg Thr Gin Tyr . Ala Glu Glu Thr Glu Glu Asn Asp 
1 5 10 15 

Asp Phe Asn Pro Val Tyr Pro Phe Asp Pro Phe Asp Thr Ser Asp Val 
20 25 30 

Pro Phe Val Thr Pro Pro Phe Thr Ser Ser Asn Gly Leu Gin Glu Lys 

35 . 40 45 . . 

Pro Pro Gly Val Leu Ala Leu Asri Tyr Lys Asp Pro lie Val Thr Glu 
50 55 60. 

Asn Gly Thr Leu Thr Leu Lys Leu Gly Asp Gly He Lys Leu. Asn Ala 
65 70 75 80 

Gin Gly Gin Leu Thr Ala Ser Asn Asn He Asn Val Leu Glu Pro Leu 
85 90 95 

Thr Asn Thr Ser Gin Gly Leu Lys Leu Ser Trp Ser Ala Pro Leu Ala 
100 :., 105 110 

Val Lys Ala Ser Ala Leu Thr Leu Asn Thr Arg Ala Pro Leu Thr Thr 
115 120 125 

Thr Asp Glu Ser Leu Ala Leu He Thr Ala Pro Pro He Thr Val Glu 
130 " 13S ^ 140 

Ser Ser Arg Leu Gly Leu Ala Thr He Ala Pro Leu Ser Leu Asp Gly 
145 150 155 160 

/ 

Gly Gly Asn Leu Gly Leu Asn Leu Ser Ala Pro Leu Asp Val Ser Asn 
165 170 ' 175 
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Asn Asn Leu His Leu Thr Thr Glu Thr Pro Leu Val Val Asn Ser Ser 
180 185 190 

Gly Ala Leu Ser Val Ala Thr Ala Asp Pro He Ser Val Arg Asn Asn 
195 200 205 

Ala Leu Thr Leu Pro Thr Ala Asp Pro Leu Met Val Ser Ser Asp Glv 
210 215 220 

Leu Gly He Ser Val Thr Ser Pro He Thr Val He Asn Gly Ser Leu 

230 235 240 

Ala Leu Ser Thr Thr Ala Pro Leu Asn Ser Thr Gly Ser Thr Leu Ser 
245 250 255 

Leu Ser Val Ala Asn Pro Leu Thr He Ser Gin Asp Thr Leu Thr Val 
260 265 270 

Ser Thr Gly Asn Gly Leu Gin Val Ser Gly Ser Gin Leu Val Thr Ara 
275 280 - 285 

He Gly Asp Gly Leu Thr Phe Asp Asn Gly Val Met Lys Val Asn Val 
290 295 300 

Ala Gly Gly Met Arg Thr Ser Gly Gly Arg He He Leu Asp Val Asn 

310 315 320 

Tyr Pro Phe Asp Ala Ser Asn Asn Leu Ser Leu Arg Arg Gly Leu Gly 
325 330 335 

Leu He Tyr Asn Gin Ser Thr Asn Trp Asn Leu Thr Thr Asp He Ser 
340 • 345 350 

Thr Glu Lys Gly Leu Met Phe Ser Gly Asn Gin He Ala Leu Asn Ala 
355 360 365 

Gly Gin Gly Leu Thr Phe Asn Asn Gly Gin Leu Arg Val Lys Leu Glv 
370 375 380 

Ala Gly Leu He Phe Asp Ser Asn Asn Asn He Ala Leu Gly Ser Ser 



385 390 395 



400 



Ser Asn Thr Pro Tyr Asp Pro Leu Thr Leu Trp Thr Thr Pro Asp Pro 
405 410 415 

Pro Pro Asn Cys Ser Leu He Gin Glu Leu Asp Ala Lys Leu Thr Leu 
420 425 430 

Cys Leu Thr Lys Asn Gly Ser He Val Asn Gly He Val Ser Leu Val 
435 440 445 

Gly Val Lys Gly Asn Leu Leu Asn He Gin Ser Thr Thr Thr Thr Val 
450 455 4gQ 

Gly Val His Leu Val Phe Asp Glu Gin Gly Arg Leu He Thr Ser Thr 

470 475 480 

Pro Thr Ala Leu Val Pro Gin Ala Ser Trp Gly Tyr Arg Qln Gly Gin 
485 490 495 

Ser Val Ser Thr Asn Thr Val Thr Asn Gly Leu Gly Phe Met Pro Asn 



500 505 



510 



Val ser Ala Tyr Pro Arg Pro Asn Ala Ser Olu Ala Lys Ser Gin Met 
515 520 525 

val Ser Leu Thr Tyr Leu Gin Gly Asp Thr Ser Lys Pro He Thr Met 
530 535 540 

Lys Val Ala Phe Asn Gly He Thr Ser Leu Asn Gly Tyr Ser Leu Thr 

550 555 

Phe Met Trp Ser Gly Leu Ser Asn Tyr He Asn Gin Pro Phe Ser Thr 
565 570 . 

Pro Ser Cys Ser Phe Ser Tyr He Thr Gin Qlu 
580 585 
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